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Abstrakt 
Hlavním cílem této práce je provedení detekce a fylogenetické analýzy poměrně 
nedávno objeveného bakteriofága CrAssphage ze vzorků stolic dětí pocházejících 
z evropských, asijských a afrických zemí. Přítomnost crassfágu v prostředí byla 
testována na vzorcích odpadních vod. Jelikož práce s těmito vzorky podléhá 
biologickému riziku BSL2, je v teoretické části toto riziko shrnuto a jsou navržena 
pravidla pro práci s využitím dostupných zdrojů a stávající legislativy. 
Díky technikám sekvenování nové generace byl identifikován crassfág ve 
stolicích pocházejících od dětí z Nigérie, Ázerbájdžánu, Jordánska a Súdánu. Takto 
pozitivní vzorky byly spolu s dalšími stolicemi z Norska a Finska a českými odpadními 
vodami podrobeny amplifikaci tří informativních úseků crassfága, Sangerovu 
sekvenování a konstrukci fylogenetických stromů. Tak byla v rámci mezinárodní studie 
zhodnocena příbuznost genotypů tohoto fága. 
Přínosem provedené práce jsou nové znalosti o genetické diverzitě tohoto zcela 
nejprevalentnějšího viru v lidském střevě. I díky našim prioritním datům z Afriky lze 
potvrdit jeho celosvětový výskyt. Virus se přitom vyznačuje značnou diverzitou, která 
je bezesporu odrazem evolučních tlaků během jeho soužití s dosud neznámým 
bakteriálním hostitelem v lidském střevě. 
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Abstract 
The main aim of the work was to detect and genotype the recently discovered 
bacteriophage CrAssphage in stool samples of children from European, Asian and 
African countries. The presence of CrAssphage in the environment was tested in a set of 
Czech sewage water samples. As the work with these samples poses a biological risk, in 
the theoretical part of the work the biological safety measures are designed and 
discussed according to present laws.  
By using next generation virome sequencing, we identified CrAssphage in stool 
samples of children from Nigeria, Azerbaijan, Jordan and Sudan. Such positive samples 
were then analyzed along with stools from Norway and Finland, and with sewage 
waters from Czechia. Three informative regions of CrAssphage genome were amplified, 
sequenced and subjected to phylogenetic analysis in order to evaluate relatedness of its 
strains in the context of a world-wide study.  
The merit of the present work is in new knowledge obtained on the genetic 
diversity of this most prevalent virus in the human gut. It was possible to confirm its 
world-wide distribution (also to our priority data from Africa) and to show its marked 
diversity which undoubtedly mirrors various evolutionary pressures during its symbiosis 
with a yet unknown bacterial host in the human intestine.  
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Seznam zkratek a symbolů 
Zkratka Anglický význam   Český překlad 
AVL  viral lysis buffer   virový lyzační pufr 
AW1  wash buffer 1    promývací pufr 1 
AW2  wash buffer 2    promývací pufr 2 
bp  base pair    pár bází 
BSL  Biological Safety Levels  stupně biologického rizika 
CDC  Centers for Disease Control  Centra pro kontrolu onemocnění 
Ct  treshold cycle    prahová hodnota cyklu 
DNA  deoxyribonucleic acid  deoxyribonukleová kyselina 
ddNTP dideoxynucleotide triphosphate dideoxynukleotid trifosfát 
dNTP  deoxynucleotide triphosphate deoxynukleotid trifosfát 
ENT  enteroviruses    enteroviry 
EC  European Commonwealth  Evropské společenství 
HBSS  Hank´s Balanced Salt Solution Hanksův vyvážený solný roztok 
l  liter     litr 
MgCl2  Magnesium chloride   chlorid hořečnatý 
ml  mililiter    mililitr 
NGS  Next Generation Sequencing  sekvenování nové generace 
NTC  negative control   negativní kontrola 
PCR  polymerase chain reaction  polymerázová řetězová reakce 
pM  picomolar    pikomolární 
RNA  ribonucleic acid   ribonukleová kyselina 
qPCR  quantitative PCR   kvantitativní PCR 
U  unit     jednotka 
UV  ultraviolet    ultrafialové 
WHO  World Health Organization  světová zdravotnická organizace 
µl  microlitre    mikrolitr 
µM  micromolar    mikromolární 
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1 Úvod 
Manipulace s materiály, jež mohou způsobovat závažná lidská nebo zvířecí 
onemocnění, či mohou vést k hospodářským škodám, je rámcově regulována 
zákonnými normami a některými doporučenými postupy mezinárodních organizací. 
Hlavní břemeno hodnocení úrovně biologického rizika je však na jednotlivých 
laboratořích provádějících stanovení nebo experimenty s potenciálně rizikovými 
materiály. Právě tyto laboratoře musejí samy přijmout opatření, která efektivně omezí 
identifikovaná rizika, a tato opatření dokumentovat. 
Předkládaná práce se zabývá aspekty hodnocení a mitigace biologického rizika 
při práci se stolicemi a odpadními vodami různého geografického původu. Konečným 
cílem byla detekce a fylogenetická analýza recentně objeveného fágu CrAssphage, který 
se ukázal být nejprevalentnějším virem v lidském střevě – touto prací jsme chtěli přispět 
k diskusi o jeho rozšíření a diverzitě. 
Lidský střevní virom obsahuje hlavně bakteriofágy; dosavadní studie však jejich 
existenci buďto ignorovaly (protože cílem bylo nalezení humánního patogenu) nebo je 
jednoduše neanalyzovaly. Bakteriofágy lze logicky očekávat také jako podstatnou 
složku tzv. temné hmoty viromu – dosud taxonomicky neidentifikovaných genomů 
získaných složením signálu z metagenomického sekvenování viromů. 
Bylo jen otázkou času, kdy bude temná hmota lidského střevního viromu 
podrobena systematické analýze s cílem extrahovat nové dosud neznámé genomy. Tato 
strategie byla velmi efektivně použita v práci, která sestavila genom nového neznámého 
viru z metagenomických dat umístěných ve veřejných depositářích (Dutilh, Cassman et 
al. 2014). Autoři tento virus nazvali CrAssphage podle bioinformatického přístupu, 
který použili – cross-assembly phage. Ačkoli byl genom viru sestaven a jeho geny byly 
anotovány podle předpokládané funkce, dosud není znám hostitel tohoto viru. Také není 
známo geografické rozložení crassfágu, jeho dynamika v hostiteli, ani to, zda a kdy se 
může vyskytovat i mimo střevní trakt. 
Naše laboratoř crassfág pozorovala opakovaně ve finské studii viromu stolic 
před nástupem ostrůvkové autoimunity (předstupně diabetu 1. typu) (Cinek, Kramna et 
al. 2016). Zdá se, že jeho přítomnost korelovala s přítomností Bacteroides dorei, 
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bakterie, která byla v jiné finské studii nalezena častěji právě před ostrůvkovou 
autoimunitou. 
Koncem roku 2015 autoři původního článku (Dutilh, Cassman et al. 2014) 
iniciovali mezinárodní studii, která by určila (a) geografické rozšíření crassfágu, (b) 
fylogenetickou příbuznost jeho různých izolátů. Jejich cílem bylo co nejširší pokrytí 
nejrůznějších populací a průkaz tohoto fágu napříč celým světem. Jako jedni ze 
spolupracovníků jsme naplánovali testování odpadních vod z českých čističek a vzorků 
stolice od dětí z Afriky, Asie, Norska a Finska, které jsou v naší sbírce připraveny pro 
studium diabetu 1. typu. 
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2 Cíl práce 
 
Cíle předkládané práce jsou: 
 
(a) zhodnotit biologická rizika vyplývající z práce s  
- primárními vzorky stolic z Jordánska, Nigérie, Súdánu, Ázerbájdžánu, Finska a 
Norska; 
- odpadními vodami z různých míst ČR;  
s tím, že tyto vzorky budou podrobeny mechanické koncentraci virových částic a 
technikám detekce virů pomocí PCR nebo metagenomickému sekvenování viromu. 
 
(b) s využitím dostupných zdrojů navrhnout přiměřená opatření k eliminaci těchto 
rizik, 
 
(c) v praktické části bakalářské práce provést detekci a fylogenetickou analýzu 
crassfágu založenou na PCR a přímé sekvenaci tří fylogeneticky informativních 
produktů, popř. metagenomické sekvenování viromu s použitím výše uvedených 
vzorků. 
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3 Současný stav 
Pro zpracování vzorků odpadních vod nebo vzorků stolic od dětí s endemickým 
výskytem různých infekčních chorob je třeba dodržet pravidla biologické bezpečnosti. 
Teoretická část práce podává stručný přehled jejich legislativní úpravy a možných 
literárních zdrojů pro efektivní implementaci požadavků legislativou kladených. 
 
3.1 Legislativní úprava a její požadavky 
Platné zákonné normy ukládají opatření ke kontrole expozic biologickým 
činitelům jak ve smyslu preventivním, tak ve smyslu sledování následků expozic, které 
nebyly preventivními opatřeními zachyceny. Právní úpravu práce s biologickými 
činiteli poskytují zejména:  
 Zákoník práce (zákon 262/2006 Sb. ve znění pozdějších předpisů), který v §102 
mimo jiné stanoví, že "Zaměstnavatel je povinen soustavně vyhledávat nebezpečné 
činitele a procesy pracovního prostředí a pracovních podmínek, zjišťovat jejich 
příčiny a zdroje.". Dále zákoník specifikuje, jak na nálezy těchto zjišťování 
reagovat. 
 Zákon 258/2000 Sb., O ochraně veřejného zdraví, v platném znění (daném zejména 
zákonem 267/2015 Sb.), ve svém Dílu 7, Ochrana zdraví při práci. Zde upravuje 
kategorie rizikových faktorů, specifikuje, kdo a za jakých podmínek s činiteli smí 
pracovat, jak jsou práce kategorizovány, evidovány, hlášeny atp., a to včetně 
biologických činitelů v §41. 
 
Konkrétní rizikové činitele, kategorizace prací a další specifické údaje jsou 
uvedeny v návazných normách. Z nich nejdůležitější jsou: 
 Vyhláška č. 432/2003 Sb., kterou se stanoví podmínky pro zařazování prací do 
kategorií, limitní hodnoty ukazatelů biologických expozičních testů, podmínky 
odběru biologického materiálu pro provádění biologických expozičních testů a 
náležitosti hlášení prací s azbestem a biologickými činiteli. Tato vyhláška ve své 
příloze číslo 1 kategorizuje práce a specifikuje, co a jakým způsobem musí 
zaměstnavatel ohlašovat. Vyhláška kategorizuje práci s biologickými činiteli v 
odstavci 12 své přílohy 1 takto: 
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"Kategorie druhá. Do kategorie druhé se zařazuje práce, jejíž obvyklou 
součástí nejsou činnosti spojené s vědomým záměrem zacházet s biologickými 
činiteli nebo jejich zdroji nebo přenášeči, ale ze současné úrovně poznání nebo z 
vyhodnocení rizika provedeného podle právního předpisu upravujícího 
podmínky ochrany zdraví při práci vyplývá, že je při jejím vykonávání 
pravděpodobnost expozice biologickým činitelům skupin 2 až 4 vyšší než u 
ostatní populace. 
 
Kategorie třetí. Do kategorie třetí se zařazuje práce, jejíž obvyklou součástí 
jsou činnosti spojené s vědomým záměrem zacházet s biologickými činiteli 
skupin 2 a 3 nebo jejich zdroji nebo přenášeči. 
 
Kategorie čtvrtá. Do kategorie čtvrté se zařazuje práce, jejíž obvyklou součástí 
jsou činnosti spojené s vědomým záměrem zacházet s biologickými činiteli 
skupiny 4 nebo jejich zdroji nebo přenášeči." 
 
V této klasifikaci se odkazuje na níže uvedené nařízení vlády č. 361/2007 Sb. 
 
 Nařízení vlády č. 361/2007 Sb., kterým se stanoví podmínky ochrany zdraví při 
práci, ve znění pozdějších předpisů. Toto nařízení je obsáhlé a fakticky stanoví 
konkrétní specifikace pro výše uvedené právní předpisy. Navazuje v tomto na četné 
položky evropské legislativy, zejména pak na Směrnici Evropského parlamentu a 
Rady 2000/54/ES ze dne 18. září 2000 o ochraně zaměstnanců před riziky 
spojenými s expozicí biologickým činitelům při práci.  
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3.1.1 Nařízení vlády č. 361/2007 Sb. 
Podmínky práce s biologickými činiteli jsou upraveny v Hlavě VII tohoto 
nařízení ("Podmínky ochrany zdraví při práci s biologickými činiteli"). Tři paragrafy 
pod touto hlavou (§36-38) se zabývají vymezením biologických činitelů, hodnocením 
zdravotního rizika a vymezují opatření k ochraně zdraví při práci.  
Biologičtí činitelé jsou zde vymezeni široce jako "všechny mikroorganismy, 
buněčné kultury a endoparaziti, kteří mohou vyvolat infekční onemocnění a alergické 
nebo toxické projevy v živém organizmu." a následně klasifikováni. Klasifikace je v 
souladu s evropskou legislativou, z níž nařízení vychází, a tím ve většině i v souladu s 
klasifikací používanou celosvětově. 
Nařízení rozeznává čtyři skupiny biologických činitelů, opět v souladu s 
obecně používanou mezinárodní klasifikací (citováno ze směrnice, §36): 
Skupina 1:  
není pravděpodobné, že by mohly způsobit onemocnění člověka, 
Skupina 2: 
mohou způsobit onemocnění člověka a mohou být nebezpečím pro zaměstnance, 
je však nepravděpodobné, že by se rozšířily do prostředí mimo pracoviště;  
účinná profylaxe nebo léčba případného onemocnění jsou obvykle dostupné, 
Skupina 3: 
mohou způsobit závažné onemocnění člověka a představují závažné nebezpečí 
pro zaměstnance i nebezpečí z hlediska možnosti rozšíření do prostředí mimo 
pracoviště 
účinná profylaxe nebo léčba případného onemocnění jsou obvykle dostupné, 
Skupina 4: 
způsobují u člověka závažné onemocnění a představují závažné nebezpečí pro 
zaměstnance i nebezpečí rozšíření do prostředí mimo pracoviště 
účinná profylaxe nebo léčba případného onemocnění jsou obvykle nedostupné. 
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Ty organismy, které spadají do skupiny 2–4, jsou výčtem uvedeny v příloze 
tohoto nařízení – výslovně je dále uvedeno, že dosud nezařazené lidské viry se 
automaticky počítají minimálně do skupiny 2, není-li prokázáno, že onemocnění 
nezpůsobují. 
Paragraf 37 pak upravuje, jak má být hodnocení provedeno, zejména pak 
upomíná na to, že míra rizika je dána nejnebezpečnějším činitelem, a to včetně takového 
činitele, o němž je, byť i jen podezření, že může být přítomen. 
V §38 jsou pak upraveny požadavky na minimální opatření k ochraně zdraví při práci.  
 odstavec 1 upravuje pravidla, která musí být splněna vždy, bez ohledu na 
kategorizaci skutečně nebo pravděpodobně se vyskytujících biologických činitelů. 
 odstavec 2 nařizuje nahrazení činitele skupin 2–4 jiným, méně rizikovým, je-li to z 
povahy činnosti možné 
 v odstavci 3 se nařizuje, že v provozech, kde nelze vyloučit možnou expozici 
biologickým činitelům skupin 2–4 (a nejedná-li se o diagnostickou 
mikrobiologickou laboratoř), uplatní se další opatření k ochraně podle odstavce 4. 
 odstavec 4 tato opatření obecně specifikuje: zdůrazňuje zejména nutnost zamezení 
expozice technickými opatřeními a vypočítává další opatření. 
 
V Hlavě V, §51 a §52 se krátce upravují charakteristiky prostoru určeného pro 
práci s biologickými činiteli odkazem na přílohu 7 Nařízení. Z našeho hlediska je velmi 
důležité stanovení odstavce 1 §52, kde se praví, že " Prostor laboratoře, v níž se pracuje 
s materiálem, u něhož není jisté, zda neobsahuje biologické činitele, který může být 
příčinou onemocnění člověka, musí odpovídat požadavkům pro biologické činitele 
skupiny 2 upraveným v příloze č. 7 k tomuto nařízení, části B, tabulce č. 2." 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
 
3.1.2 Hodnocení rizika dle platné legislativy 
Abychom mohli přistoupit ke zhodnocení rizik, která při práci mohou nastat, 
definovali jsme původ vzorků, jejich charakter a připravili plán prací s těmito vzorky. 
Vše bylo provedeno předtím, než jsme vzorky do laboratoře přijali. Součástí hodnocení 
rizika byly tři otázky, odpovídající požadavkům §37, odst. 1 Nařízení vlády č. 361/2007 
Sb. na zhodnocení povahy, míry a doby expozice1: 
(a) Jaké biologické činitele je možno ve vzorcích očekávat (možná agens a jejich 
pravděpodobnost)?  
Naše práce se zabývá stanoveními ze vzorků stolic z Jordánska, Nigérie, 
Súdánu, Finska a Norska a z odpadních vod z různých míst ČR. Stolice byly odebrány 
od jinak zdravých dětí s diabetem 1. typu a jejich zdravých vrstevníků – mezi kritéria 
vylučující odběr patřily v době odběru nebo posledním týdnu: horečka, průjem, známá 
nebo předpokládaná pozitivita HIV nebo virů hepatitidy. Odpadní vody pocházejí z 
různých míst České republiky a jsou z odběrného místa před čističkou (většina vzorků) 
nebo za čističkou (vzorky z uprchlických táborů). 
Nasnadě jsou tři skupiny agens, které vyžadují pozornost, dle závažnosti: 
1. Poliovirus ve vzorcích z Nigérie či ze vzorků z uprchlických táborů. Patrně 
nejzávažnější expozice hrozí ze vzorků z Nigérie, ve které stále cirkuluje divoký 
poliovirus2. Nepředpokládáme, že bychom dostali vzorek od případu s paralytickou 
poliomyelitidou, ale paralytická onemocnění postihují pouze cirka 1 % infikovaných – 
zbylých 99 % je asymptomatických. Není proto vyloučeno náhodné zachycení nosiče 
polioviru - navíc je pravděpodobné, že některý z obdržených vzorků bude obsahovat 
vakcinační kmeny, jejichž šíření v naší populaci je taktéž nežádoucí - vakcinační kmen 
totiž může sérií mutací revertovat k neurovirulenci, nebo může být dlouhodobě 
vylučován imunokompromitovanými nosiči (Minor 2009). Přestože nebudeme žádný 
                                                 
 
1 V mezinárodně uznávaných pravidlech zpravidla není řečeno, že by agens zařazené ve skupině 1 mělo 
být zpracováváno v laboratoři vybavené pro úroveň rizika 1, agens ze skupiny 2 v laboratoři úrovně 2 atd. 
To by bylo značné zjednodušení – oboje je pouhým hrubým prvním vodítkem pro klasifikaci minimálních 
potřebných opatření a může se měnit oběma směry (agens nižší nebezpečnosti je nutno zpracovat v 
přísnějším režimu, je-li jeho koncentrace vysoká; naopak některá nebezpečná agens, jež se nešíří 
aerosolem, je možno zpracovávat v nižší úrovni technických opatření). 
2 Aktuální stav je možno sledovat na 
http://www.polioeradication.org/Dataandmonitoring/Poliothisweek.aspx 
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virus propagovat na buněčných kulturách, je nutno řádně respektovat platnou klasifikaci 
do skupin biologického rizika 2 s nutností vakcinace pracovníků. 
2. Ostatní bakteriální a virová agens pravděpodobně přítomná ve stolicích. Z těchto 
agens zasluhují pozornost ta, která způsobují průjmová onemocnění jako např. 
enterotoxigenní či enteroinvazivní E. coli, Shigella dysenteriae a ostatní druhy, 
Salmonella enteritidis, adenoviry, reoviry, kaliciviry a astroviry; dále je ve vzorcích 
přítomen enterovirus sérotypu 71, který cirkuloval v norské populaci v době, odkud 
vzorky pocházejí, jak naše skupina prokázala dříve (Witso, Palacios et al. 2007) – 
některé genotypy tohoto sérotypu jsou přitom obecně neurotropní.  
3. Parazité. Vzhledem k výše vyjmenovaným agens budou opatření proti kontaktu s 
nimi zabraňovat i kontaktu s parazitárními agens. 
(b) jakých budou dosahovat kvantit, jak dlouho budou působit a jak rizikové bude 
zacházení s ohledem k riziku infekce?  
Plán prací nezahrnuje úmyslnou kultivaci žádného agens (virového ani 
bakteriálního) a podmínky skladování a práce s materiálem vylučují kultivaci 
neúmyslnou3. Absolutní množství viru se bude během zpracování snižovat; nedojde k 
aktivnímu množení. Na konci zpracování je extrakce DNA a RNA, jejíž procedura 
kompletně eliminuje infekčnost vzorku, snad s teoretickou výjimkou vysokých kvantit 
genomů RNA virů s pozitivně orientovanou molekulou – tyto by mohly být infekční 
samy o sobě. Protože nebudou prováděny činnosti jiné než extrakce DNA a RNA z 
klinického materiálu, zejména pak nebudou viry nijak kultivovány, podle článku 16 
odstavce (c) direktivy 2000/54/EC (a příslušné navazující české legislativy vypočtené 
výše) jsme povinni dodržet kategorii 2 biologického rizika4.  
                                                 
 
3 K neúmyslné kultivaci může docházet např. při náhodné infekci jinak sterilních buněčných kultur virem, 
nebo při neúmyslné inkubaci vzorku v podmínkách, které dovolují patogenu přerůst do kvantit, které by 
jinak nebyly dosaženy. 
4 Zpracování vzorků stolic, kde nedochází ke kultivaci ani koncentraci viru jsme takto zařadili ve shodě s  
Nařízením 361/2007 Sb, kde se v odstavci § 52 odstavci 1 upravuje (v souladu se zněním článku 16 
odstavce (c) direktivy 2000/54/EC) prostor určený pro práci v laboratořích takto: „Prostor laboratoře, v 
níž se pracuje s materiálem, u něhož není jisté, zda neobsahuje biologické činitele, který může být 
příčinou onemocnění člověka, musí odpovídat požadavkům pro biologické činitele skupiny 2 upraveným 
v příloze č. 7 k tomuto nařízení, části B, tabulce č. 2“. 
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(c) jaké jsou k dispozici ochranné a preventivní postupy a jaká je úroveň důkazů 
jejich efektivity? 
Postupy stran ochrany před nejzávažnějším rizikem, poliovirem, jsou jasně 
formulovány v oficiálních dokumentech WHO – jednak v jejím "WHO Laboratory 
Biosafety Manual, 3rd Edition, WHO Geneva 2004 (WHO 2004a), jednak v "Polio 
laboratory manual – World Health Organization" (WHO 2004b). Mimo technických a 
procedurálních požadavků biologické bezpečnosti je výslovně uvedena jako zásadní 
revakcinace proti polioviru, v našem případě inaktivovanou vakcínou. Tato vakcinace 
byla proto indikována a provedena u každého pracovníka, který v procesu zpracování 
může přijít do styku s potenciálně infekčním materiálem, včetně pomocného personálu 
(pracovníci zajišťující úklidový servis). 
Ostatní rizika jsou pokryta obecnými pravidly a požadavky na laboratoř úrovně 
biologického rizika (BSL) 2, jak jsou uvedeny níže.  
Souhrnem, naši plánovanou práci jsme tedy podle nařízení vlády 361/2007 Sb. a 
souvisejících předpisů klasifikovali do úrovně biologického rizika 2 s nutností očkování 
proti polioviru pro veškeré pracovníky. Vzhledem k tomu, že laboratoř je součástí 
pracoviště klinické mikrobiologie fakultní nemocnice v Motole, není plánované 
zacházení se vzorky nutné nově ohlašovat jako oznámení o zpracování vzorků s 
potenciálním výskytem agens ve 2. třídě biologického rizika podle §41 odst. 1 zákona 
258/2000 Sb. o ochraně veřejného zdraví – tato agens jsou již na našem oddělení 
zpracovávána. 
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3.1.3 Druhy opatření dle platné legislativy 
Nařízení vlády 361/2007 Sb. nezmiňuje přímo úrovně biosafety level čili úrovně 
biologického rizika. Stanovuje však minimální požadavky na laboratoře podle skupin 
biologických činitelů, které tam budou zpracovávány. Tyto požadavky jsou vypočteny 
ve dvou tabulkách přílohy 7 části B. Obsah tabulek zde uvádíme  
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Tabulka 1 – Požadavky na pracoviště zdravotnického a veterinárního zabezpečení 
Požadavky Podle skupiny biologického činitele 
 2 3 4 
1. Oddělení pracoviště od jakýchkoliv jiných činností v téže budově ne doporučeno ano 
2. 
Vzduch přiváděný na pracoviště a odváděný z něho filtrovat HEPA 
nebo podobně účinným zařízením 
ne ano – odváděný vzduch 
ano – odváděný i 
přiváděný vzduch 
3. Omezení přístupu na pracoviště jen na určené zaměstnance ano ano 
ano – přes vzduchovou 
komoru 
4. Možnost hermeticky utěsnit pracoviště při provádění dezinfekce ne doporučeno ano 
5. Specifické dezinfekční postupy ano ano ano 
6. Udržovat pracoviště v podtlaku oproti okolí ne ano ano 
7. Účinná kontrola vektorů (např. hlodavců, hmyzu) ano ano ano 
8. Povrchy nepropouštějící vodu a snadno omyvatelné 
ano, pro pracovní 
plochy 
ano, pro pracovní plochy, 
podlahy a stěny 
ano, pro pracovní plochy, 
podlahy, stropy a stěny 
9. 
Povrchy odolné vůči kyselinám, louhům, rozpouštědlům, 
dezinfekčním látkám 
doporučeno ano ano 
10. Bezpečné ukládání biologického činitele ano ano ano, pod zámkem 
11. 
Pozorovací okénko nebo jiné srovnatelné zařízení umožňující 
pozorovat osoby nebo zvířata přítomné v prostoru 
doporučeno doporučeno ano 
12. Vybavení laboratoře vlastním provozním přístrojovým zařízením ne doporučeno ano 
13. 
Zacházení s infikovaným materiálem včetně všech zvířat v hazard 
boxu nebo izolátoru nebo jiném prostoru vhodném pro tuto práci 
V případě potřeby 
ano, jde – li o infekci 
přenosnou vzduchem 
ano 
14. Spalovna mrtvol zvířat doporučeno ano, dostupná ano, na místě 
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Tabulka 2 – Požadavky na pracoviště v laboratořích a v místnostech pro laboratorní zvířata a na pracoviště průmyslových procesů 
Požadavky Podle skupiny biologického činitele 
 2 3 4 
1. S životaschopnými organismy manipulovat v systému, který fyzicky 
odděluje tento proces od pracovního a ostatního prostředí 
ano ano ano 
2. Se vzduchem z uzavřeného systému manipulovat tak, aby  byl minimalizován únik byl minimalizován 
únik 
byl zamezen únik 
3. Odběr vzorků, přidávání materiálů do uzavřeného systému a přenos 
životaschopných organismů do jiného uzavřeného systému provádět 
tak, aby 
byl minimalizován únik byl minimalizován 
únik 
byl minimalizován únik 
4. Tekuté kontroly ve větším množství nepřemísťovat z uzavřeného 
systému, pokud nejsou 
inaktivovány vhodnými 
prostředky 
inaktivovány vhodnými 
chemickými nebo 
fyzikálními prostředky 
inaktivovány vhodnými 
chemickými nebo 
fyzikálními prostředky 
5. Uzávěr nádob pro kultury upravit tak, aby byl únik biologických 
činitelů 
minimalizován zamezen zamezen 
6. Uzavřené systémy umístit v kontrolovatelném pásmu doporučeno doporučeno ano 
7. Umístit značku pro biologické riziko doporučeno ano ano 
8. Přístup omezit pouze na jmenovitě určené zaměstnance ano ano ano, přes vzduchovou 
komoru 
9. Zaměstnance vybavit pracovním oděvem ano ano ano, kompletní 
převlečení 
10. Zřídit dekontaminační zařízení a umývárny pro zaměstnance ano ano ano 
11. Zaměstnanci se před opuštěním kontaminované oblasti musí 
osprchovat 
ne doporučeno ano 
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12. Odpadní vodu z výlevek a sprch shromažďovat a před vypuštěním 
desinfikovat 
ne doporučeno ano 
13. Prostor kontrolovaného pásma dostatečně větrat tak, aby kontaminace 
vzduchu byla snížena na co nejnižší úroveň 
ano ano ano 
14. V kontrolované oblasti udržovat podtlak vůči okolí ne ano ano 
15. Vzduch přiváděný do kontrolovaného pásma a odváděný z něho 
filtrovat filtry HEPA nebo jiným obdobně účinným zařízením 
ne doporučeno ano 
16. Kontrolované pásmo upravit po technické stránce tak, aby byl při 
případném úniku zachycen celý obsah uzavřeného systému 
ne doporučeno ano 
17. Zajistit, aby kontrolované pásmo bylo těsně uzavíratelné v zájmu 
umožnění fumigace 
ne doporučeno ano 
18. Odpadní vodu před konečným vypuštěním inaktivovat schválenými 
prostředky pro tyto účely 
inaktivovat 
schválenými 
chemickými nebo 
fyzikálními prostředky 
inaktivovat schválenými 
chemickými nebo 
fyzikálními prostředky 
 
Jak je z požadavků zřejmé, jedná se jak o technicko - inženýrské požadavky na vybavení laboratoře, tak o rámcově vyjádřené požadavky 
procesní.  
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3.2 Manuál WHO a klasifikace úrovní biologického rizika 
S ohledem na poliovirus jako agens nejvyšší potenciální nebezpečnosti jsme 
považovali za vhodné převzít požadavky a postupy oficiálních manuálů WHO pro práci 
s vzorky příslušné třídy rizika. Organizace WHO je hlavním partnerem iniciativy pro 
eradikaci polioviru a její postupy jsou používány po celém světě.  
Kontaktovali jsme proto českou pobočku WHO, kde jsme vznesli dotaz, zda jsou 
manuály oficiálně přeloženy do českého jazyka (korespondence proběhla v říjnu 2015 s 
Kanceláří WHO v České republice). Po následné korespondenci s centrálou WHO v 
Ženevě jsme se dozvěděli, že celý manuál prochází rozsáhlou revizí, která bude 
dokončena během tří let, tedy pravděpodobně až na podzim roku 2018 (korespondence s 
Dr. Kazunobu Kojima, Global Capacities, Alert and Response, WHO, Geneva). Nebylo 
nám doporučeno nechat celý manuál oficiálně překládat a dostali jsme svolení s 
použitím relevantních kapitol současného znění.  
Manuál začíná obecným úvodem a pokračuje pokyny ke klasifikaci 
mikroorganismů. Následně popisuje charakteristiky základních laboratoří úrovně 
biologického rizika 1 a 2 – uspořádání, přístroje, základní postupy, sledování 
zdravotního stavu pacientů. Následují popisy dvou vyšších úrovní. Další kapitola se 
zabývá způsoby hodnocení, zda laboratoř daným pravidlům vyhovuje, možným 
pravidlům auditu a pravidlům certifikace laboratoře.  
Druhá část manuálu je krátká a zmiňuje koncept biologické bezpečnosti. Třetí 
část popisuje vybavení laboratoří – začíná biohazard boxy, pokračuje ostatním 
vybavením. Čtvrtá část se zabývá správnými mikrobiologickými technikami: 
laboratorními technikami, nouzovými procedurami, dezinfekcí a sterilizací a 
transportem vzorků.  
Pátá část se zmiňuje o biotechnologii, šestá je o chemické, požární a 
elektrotechnické bezpečnosti, sedmá o organizaci a tréningu. Osmou část tvoří 
bezpečnostní kontrolní seznamy (checklists), které velmi přehledně pomáhají v 
hodnocení přijatých opatření.  
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Manuál WHO rozlišuje, v souladu s obecně přijatou praxí, čtyři stupně 
biologického rizika (biosafety levels, BSL).  
BSL 1 – zde laboratorní praxe spočívá v dodržování základních 
mikrobiologických postupů, práce může být prováděna na otevřených 
laboratorních stolech. Bezpečnostní vybavení zahrnuje osobní ochranné 
vybavení (např. laboratorní plášť, rukavice, ochranné brýle), které je nošeno dle 
potřeby. Laboratoř by měla mít dveře oddělující pracovní prostor od zbytku 
zařízení. K dispozici musí být dřezy pro mytí rukou. 
 
BSL 2 – navazuje na BSL 1, od níž se odlišuje ve vyšší úrovni školení, dohledu 
a technicko – organizačních opatření. Přístup do laboratoře je omezen, když 
probíhá práce. Vhodné osobní vybavení zahrnuje nejen laboratorní pláště a 
rukavice, ale v případě potřeby i ochranné brýle a štíty. Všechny postupy, při 
kterých mohou vzniknout infekční aerosoly nebo kapky, jsou prováděny 
v biohazard boxech. Pro správnou likvidaci materiálů musí být k dispozici 
dekontaminační metoda, nejčastěji autokláv. Laboratoř je oddělena od ostatních 
provozů a musí být vybavena pro případ potřísnění (např. zařízení na výplach 
očí). 
 
BSL 3 – musí splňovat další specifické požadavky. Zpravidla se jedná o 
laboratoře specializované, referenční, výzkumné. Pracovníci jsou pod lékařským 
dohledem a pokud je možné, musejí být imunizováni proti mikrobům, s nimiž 
pracují. Přístup do laboratoře je po celou dobu omezen a přísně kontrolován. 
Veškerá práce s mikroby musí být prováděna v laminárním boxu příslušné třídy 
(přísnější než v BSL2), laboratoř musí mít trvalé směrové proudění vzduchu 
čerpáním vzduchu do laboratoře z čistých prostor k potencionálně 
kontaminovaným oblastem. Vstup do laboratoře by měl být opatřen párem 
samouzavíracích a zavíracích dveří. 
 
BSL 4 – jedná se o nejvyšší stupeň biologického rizika. Manuál výslovně uvádí, 
že design laboratoří BSL4 a práci v nich přímo neupravuje – jedná se o příliš 
specializovanou agendu nejvyššího dosažitelného stupně bezpečnosti. 
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3.3 Koncept biosecurity a jeho relevance pro naši práci 
Dalším konceptem je biosecurity, což přeloženo je také biologická bezpečnost – 
nicméně v tomto širším kontextu je to bezpečnost před jak neúmyslným šířením 
infekce, tak před úmyslným odcizením a použitím biologického agens pro účely zločinu 
či terorismu. Problematice se věnuje další autoritativní dokument WHO, "Biorisk 
management – Laboratory biosecurity guidance", (WHO 2006). Dokument definuje 
otázky, kterým by se pracoviště přechovávající závažná riziková biologická agens měla 
věnovat, a postupy, které by si měla pracoviště osvojit. 
Dokument rozšiřuje pojem biosecurity o obecně jakékoli vzorky, které lze 
považovat za cenný biologický materiál. Nezabývá se tedy pouze patogeny a toxiny, ale 
i "historicky a ekonomicky důležitými biologickými materiály jako jsou sbírky a 
referenční kmeny, patogeny a toxiny, vakcíny a ostatní farmaceutické produkty, 
produkty potravinářského průmyslu, GMO, nepatogenní mikroorganismy, mimozemské 
vzorky, buněčné komponenty a genetické elementy." (WHO 2006) Poněkud vágně 
definovaný rozdíl mezi biosafety a biosecurity je možno spatřovat snad hlavně v tom, že 
biosecurity se, zjednodušeně řečeno, zabývá hlavně prevencí ztráty cenných vzorků a 
tím, aby byl v laboratoři stálý přehled o tom, jaké cenné vzorky jsou kde lokalizovány. 
Snad z toho důvodu, že WHO je vskutku celosvětová organizace, dokument 
nepojmenovává hlavní rizika zcela jasně a též nečiní dostatečného rozdílu mezi 
opatřeními proti neúmyslnému rozšíření patogenu z důvodu nedbalého dodržování 
principů biosafety a mezi opatřeními proti úmyslnému zlovolnému šíření patogenních 
organismů a toxinů osobami s kriminálními nebo teroristickými úmysly. Na 33 hustě 
popsaných stranách dokument definuje, co je třeba zhodnotit při práci s mikroby, jak se 
rozlišují jednotlivé kategorie cenných vzorků, jaké jsou zodpovědnosti laboratorního 
personálu, managementu, bezpečnostních složek. Dále upravuje součásti plánu 
laboratoře proti biologickému riziku, pravidla personalistiky, managementu, informační 
bezpečnosti, školení a tréninku. 
Dokument se vyznačuje velkou obecností a deklarativností. Prostudováním 
tohoto materiálu jsme se ujistili, že respektování pravidel biologické bezpečnosti ve 
smyslu biosafety jsou adekvátně pokryta i rizika popsaná tímto manuálem – naše 
laboratoř pouze provádí molekulárně epidemiologické analýzy na primárních vzorcích.  
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3.4 Opatření k zajištění biologické bezpečnosti v úrovni 
biologického rizika 2 
Jak bylo uvedeno, naše práce spadá do úrovně biologického rizika 2. Požadavek 
je stanoven článkem 16 odstavce (c) direktivy 2000/54/EC (a příslušné navazující české 
legislativy vypočtené výše). Je to tatáž úroveň, do které by měly automaticky spadat 
diagnostické laboratoře biochemické, imunologické, hematologické, ale i většina 
diagnostických laboratoří humánní mikrobiologie (pokud se nevěnují kultivaci agens 
spadajících do vyšších tříd). Celoevropskou harmonizací příslušné legislativy bylo 
dosaženo shody požadavků napříč kontinentem a v hlavních rysech se požadavky 
shodují i se zámořskou praxí.  
Definice níže vypsaných požadavků vyplývá z legislativy, jak je uvedeno výše; 
dalšími zdroji byla doporučení WHO (WHO 2004a, WHO 2004b) a obecné 
diagnostické učebnice např. Mahon, Textbook of Diagnostic Microbiology (Connie R. 
Mahon 2014). Protože je laboratoř, kde byla práce prováděna, společným pracovištěm 
Fakultní nemocnice v Motole a 2. lékařské fakulty Univerzity Karlovy, s výhodou jsme 
využili existence komplexního již implementovaného systému vnitřních předpisů 
nemocnice, zejména pak předpisů o dezinfekci a sterilizaci, o zacházení s odpady, o 
bezpečnosti práce, o zdravotní péči o zaměstnance a dalších. Na tomto základě a s citací 
těchto směrnic byl zpracován vedoucím laboratoře krátký vnitřní přepis.  
 
3.4.1 Dvojí druh obezřetnosti 
Zámořské zdroje jsou zásadně ovlivněny politikou CDC, které od roku 1987 
zavádí politiku dvojí obezřetnosti – základní obezřetnost (standard precautions) a 
rozšířenou obezřetnost (expanded precautions / transmission-based precautions).  
Základní obezřetnost je vyjádření pro opatření, která jsou třeba u každého 
pacienta nebo vzorku, protože každý je potenciálním zdrojem infekce. Druh opatření 
vyplývá z druhu prací a druhu vzorků. Opatření zahrnují mytí rukou, použití rukavic, 
ochranných plášťů, brýlí a štítů, masek. Dále zahrnují zacházení s použitými ostrými 
předměty (jehlami). Shodují se víceméně s našimi opatřeními, jak je ve zdravotnických 
zařízeních známe z velmi detailní vyhlášky 306/2012 Ministerstva zdravotnictví O 
podmínkách předcházení vzniku a šíření infekčních onemocnění a o hygienických 
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požadavcích na provoz zdravotnických zařízení a ústavů sociální péče. Vyhláška řeší 
velmi heterogenní spektrum problémů – z hlediska laboratoří se zabývá mnoha aspekty, 
od zacházení s prádlem, přes úklid, dekontaminaci, až po odpadové hospodářství, 
očistu, dezinfekci a sterilizaci.  
Rozšířená obezřetnost je uplatňována tam, kde je známo, že je pacient jistě nebo 
pravděpodobně infikován agens, které vyžaduje opatření k zamezení šíření. Taková 
opatření mohou zahrnovat zábranu šířením (a) kontaktem (např. MRSA, toxigenní C. 
difficile), (b) kapénkami (virus chřipky, Neisseria meningitidis), (c) vzduchem (TBC, 
virus zarděnek). Opatření pro kontakt s pacientem se odvíjejí od hygienicko-
epidemiologických předpisů, pro laboratorní provozy mají jen velmi omezený význam.   
 
3.4.2 Správná laboratorní praxe 
Naprosto zásadní je pro ochranu proti infekcím správná laboratorní praxe. Ta 
může být chápána jako soubor pravidel a dovedností, které respektují současný stav 
poznání a umožňují bezpečné a efektivní provedení požadovaných laboratorních 
stanovení.  
Nabytí znalostí správné laboratorní praxe stran bezpečnosti práce je předmětem 
dlouholetého vzdělání – stručně lze shrnout základní oblasti těchto znalostí s ohledem 
na bezpečnost práce: 
 správná technika pipetování (nejen striktní zákaz pipetování ústy, platný již přes 
třicet let, ale i techniky k zamezení tvorby aerosolu a kapek) 
 dodržování zákazu jídla, pití, kouření a aplikace kosmetiky v laboratoři; dnes k 
tomu přistupuje i zákaz používání mobilních telefonů 
 správné používání osobních ochranných pomůcek, zejména plášťů, rukavic a 
štítů 
 striktní oddělení "čistých" předmětů k použití v kanceláři a doma od předmětů 
potenciálně kontaminovaných, použitých v laboratorním provozu (mobilní 
telefony, klíče, pera, USB flash disky, sešity a papíry atd.) 
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 mytí a dezinfekce rukou ve správný čas a správnou technikou 
 zacházení s ostrými předměty (jehly), jejich likvidace 
 transport vzorků uvnitř laboratoře a mimo laboratoř 
 zacházení s laboratorními zvířaty 
 
Logicky jsou zásadním rizikem dvě oblasti činností: (a) zpracování primárního 
vzorku, (b) zacházení s mikroorganismem aktivně pomnoženým v kultuře. V 
molekulární laboratoři se provádí zpravidla oboje – primární vzorek se zpracovává na 
začátku procesu vedoucího k diagnostickému závěru; kultury mikroorganismů se 
obvykle přebírají od kolegů z bakteriologických či virologických laboratoří s cílem 
stanovit vzájemnou příbuznost organismů, dourčit druh, genotyp nebo sérotyp, či 
stanovit faktory virulence. Zatímco primární vzorek představuje zpravidla nedefinované 
riziko, ale kvantita agens je obvykle nižší než v čisté kultuře, pomnožený 
mikroorganismus je zpravidla znám (čímž je znám i druh nebezpečí, který představuje), 
ale jeho kvantita je vysoká.   
 
3.4.3 Stavebně-technické uspořádání laboratoře 
Nařízení vlády 361/2007 Sb. neupravuje detailně způsob, jakým je třeba vyhovět 
požadavkům v jeho příloze. Mimo nových pracovišť, kde se o respektování účelu 
laboratorních provozů postaral projektant, je tento problém relevantní spíše pro 
zřizování nových laboratoří standardu BSL2 v existujících provozech.  
Jedná se zejména o tyto vlastnosti: 
 oddělení provozu od jiných – není požadováno pro BSL2; obvykle by laboratoř 
měla ale tvořit uzamykatelný celek. 
 filtrace vzduchu – není požadováno pro BSL2; stejně tak není nutné hermetické 
oddělení místnosti pro její dezinfekci. 
 ventilace – je požadováno dostatečné větrání, i jinde v tomtéž předpisu je 
upravena intenzita ventilace (§41). Větrání může být zajištěno řízeným 
mechanickým větráním bez recirkulace nebo okny.  Podtlak vůči okolí není v 
BSL2 požadován. Důležitý požadavek kontroly vektorů stanoví, že všechna 
okna, která se otvírají, musejí být vybavena sítí proti hmyzu. 
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 povrchy – pro BSL2 laboratoře je doporučeno, aby povrchy byly odolné proti 
kyselinám, louhům, rozpouštědlům a dezinfekčním látkám. Pracovní povrchy 
nesmí propouštět vodu a musí být snadno omyvatelné; to není nezbytné na 
úrovni BSL2 pro stěny a podlahy. 
 pozorovací okénko k pozorování prostoru laboratoře – pro BSL2 je 
doporučeno, stejně jako pro BSL3, ale není povinné – tato povinnost platí jen 
pro BSL4. 
Dalšími stavebně-technickými požadavky jsou dostupnost umývárny a šaten. 
 
3.4.4 Vybavení laboratoře 
Požadavky na pracoviště jsou legislativně upraveny tabulkami číslo 1 a 2 v Části 
B Přílohy 1 Nařízení vlády č. 361/2007 Sb. Jak bylo uvedeno výše, jedná se o velmi 
rámcové a nepříliš podrobné vodítko. Manuál WHO je již specifičtější, včetně nákresů, 
praktických příkladů a kontrolních seznamů (checklistů). 
Vybavení by mělo sloužit efektivnímu provádění plánovaných stanovení nebo 
experimentů při co nejmenším kontaktu mezi zdrojem infekce a pracovníkem. Mělo by 
být snadno udržovatelné. Materiál by měl být takový, aby pracovníky neohrožoval (tedy 
např. nikoli sklo, plynové kahany by měly být nahrazeny jednorázovými kličkami či 
elektrickými vypalovačkami atd.).  
Nejnákladnějšími kusy běžného vybavení v laboratoři úrovně BSL2 jsou 
biohazard box, centrifuga a autokláv.  
Biohazard box je zařízení určené z omezení až zamezení expozice pracovníků 
aerosolům generovaným při práci s potenciálně infekčním materiálem. Jeho účinné 
HEPA filtry zásadně snižují koncentraci částic v tam cirkulujícím vzduchu a dovnitř 
směřující proud vzduchu umožňuje bezpečnou práci. Boxy kategorie 2 a výše poskytují 
též ochranu vzorku. Je třeba rozlišovat bezpečnost biologickou od chemické – je-li třeba 
zajistit současně odtah výparů nebezpečných chemikálií (jako třeba při extrakci 
ribonukleových kyselin z infekčních materiálů, která je prováděna tradiční metodou s 
fenolem a chloroformem), je nutné použít box třídy II typu 2A nebo vyšší, který je 
napojen na odtah z laboratoře do vnějšího prostoru. Obecný popis funkce, kategorií dle 
technického uspořádání a určení, pravidel pro výběr boxu, práci v boxu a údržbu je k 
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dispozici v četných tištěných materiálech firem, které boxy vyrábějí, v biohazard 
manuálech, včetně manuálu WHO (WHO 2004, str. 51–60) nebo v časopiseckých 
přehledových článcích např. (Wagner 2007). Znalosti správného použití biohazard boxu 
a ověření znalostí pracovníků jsou zásadní podmínkou dostatečné ochrany. Biohazard 
boxy musejí procházet pravidelnými kontrolami autorizovaným servisem a certifikací 
funkce a bezpečnosti.  
Centrifuga by pro práci s rizikovými agens měla mít hermeticky uzavíratelné 
rotory, které se pro nakládání a vykládání vzorků vyjmou z centrifugy a přenesou do 
biohazard boxu. Zásadní je možnost rotor autoklávovat a kryt buďto autoklávovat nebo 
dezinfikovat. Logicky je vhodnějším typem centrifuga chlazená, protože řádná 
dezinfekce ventilované centrifugy je velmi komplikovaná až nemožná. Opět je důležitá 
znalost správné laboratorní praxe nejen při použití centrifugy, ale hlavně při možném 
roztržení centrifugační zkumavky – mimo proškolení pracovníků by postup měl být k 
dispozici v snadno dostupném dokumentu přímo v laboratoři. Z hlediska biologické 
bezpečnosti není certifikace centrifug nutná, protože jejich špatná funkce (nesprávné 
otáčky nebo teplota) nemá vliv na bezpečnost. 
Autokláv nemusí být na úrovni BSL2 přímo v laboratoři, ale jeho snadná 
dostupnost je nutná. Je dalším ze zařízení, která vyžadují správnou obsluhu a 
pravidelnou kontrolu funkce, včetně certifikace. Správná laboratorní praxe při jeho 
používání je zásadní nejen pro dosažení sterility laboratorních pomůcek a spotřebního 
materiálu či dekontaminaci laboratorního odpadu, ale i pro bezpečnost personálu – zde 
je obzvláště rizikové nedodržení předepsaných postupů při autoklávování tekutin ve 
větších množstvích. Kategorie laboratorních autoklávů se proti autoklávům pro klinické 
použití může odlišovat jinými možnostmi programování, uspořádáním vnitřního 
prostoru, použitím snížených tlaků či jinými technickými specifikacemi, ale z hlediska 
biologického rizika je zásadní striktní oddělení sterilizátorů dle účelu na pracovišti. 
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3.4.5 Transport vzorků 
Transport vzorků uvnitř laboratoře je součástí správné laboratorní praxe. 
Transport mimo laboratoř k tomu však podléhá formalizovaným pravidlům a 
předpisům. Tato pravidla jsou primárně určena k ochraně společnosti před následky 
neadekvátního zabalení vzorků nebo před poškozením obalů transportovaných vzorků.  
Mezinárodní transport vzorků je prováděn zejména letecky. Hlavním zdrojem 
norem jsou zde předpisy IATA (International Air Transport Association), asociace, 
která zahrnuje drtivou většinu komerčních dopravců; dále ICAO (International Civil 
Aviation Organization), konkrétní úprava je v příloze 18 Chicagské konvence společně 
s příslušnými technickými instrukcemi (které lze zakoupit a jejichž četné změny jsou 
zveřejňovány pravidelně on-line na 
http://www.icao.int/safety/DangerousGoods/Pages/technical-instructions.aspx). 
 
Transport biologických vzorků pro medicínskou laboratoř se děje ve třech 
kategoriích: 
(1) lidské vzorky, u nichž není známo, že by obsahovaly nebezpečné agens; tzv. 
kategorie Exempt Human Specimens nebo Exempt Animal Specimens 
(2) Látky kategorie A (UN2814, substance infekční pro člověka; UN2900 substance 
infekční pro zvířata) 
(3) Látky kategorie B (UN3373, biologické substance, ostatní patogeny) 
Způsob balení zásilek se lze dozvědět školením od přepravních společností. 
Balení substancí kategorie A je logicky nejpřísnější. Jedná se o trojnásobné balení, které 
činí únik přepravované infekční látky velmi nepravděpodobným. Balení je opatřeno 
seznamem obsahu, speciálními označeními na povrchu a kontaktními údaji v případě 
potřeby. Balení substancí kategorie B je méně přísné, nicméně v principu podobné, opět 
řešeno přímo předpisy. Je logické, že v kategoriích A se musí octnout nejen určený 
patogen, ale i například vzorek krve, orgánu, stolice či moči od pacienta trpícího dosud 
nediagnostikovaným onemocněním infekční povahy.  
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Kategorie Exempt human specimens zahrnuje pouze primární vzorky – nelze 
tedy takto odesílat například kulturu mikroorganismu. Musí se jednat o vzorky, v nichž 
je pravděpodobnost přítomnosti infekčního agens mizivá (jako například v našem 
případě vzorky krve či stolic od jinak zdravých dětí s diabetem, transportované z 
různých afrických a asijských zemí). V této kategorii se transport děje za méně přísných 
podmínek v balení primárně předpisy neupraveném. S ohledem na charakter vzorků by 
se mělo jednat o minimálně dvouvrstvé balení vzorku, které zajistí, že mezivrstva pohltí 
tekutou složku v případě rozbití vnitřní zkumavky a vnější nepropustná vrstva nedovolí 
vylití ven z balíku. I zde se uplatňuje důkladné značení obsahu a označení balíku 
kontaktními údaji na příslušných místech. 
 
3.4.6 Zacházení s odpadem a dekontaminace 
Tuhý odpad z laboratoří úrovně BSL2 je likvidován spálením. Je umístěn dle 
nemocniční směrnice do červeného pytle v označených odpadkových koších a uklízečka 
tento pytel uzavře, označí, uloží do předávací místnosti a odsud je odvezen do spalovny. 
Odpad z našich procedur s africkými stolicemi je před likvidací autoklávován 
(požadavek WHO Polio biosafety requirements (WHO 2004b) – jedná se o pipetové 
špičky, zkumavky, zbytky primárních vzorků atd. Autokláv je umístěn přímo v 
laboratoři, v místnosti sousedící s laboratoří, kde se provádí zpracování vzorků. 
Autokláv je certifikován v pravidelných intervalech daných nemocničním předpisem. 
Nepropustný autoklávovatelný sáček (Sigma Aldrich–BR759705-100EA) je po 
naplnění cca do 2/3 volně uzavřen sponou (Sigma Aldrich–BAF13190-0100EA) a 
přenesen v autoklávovatelné plastové misce do autoklávu. Tam je odpad sterilizován při 
121 °C, přetlaku 1 atmosféry, po dobu 30 minut. Efektivita je kontrolována chemickým 
indikátorem. Po vychladnutí je zkontrolována barva indikátorové pásky a odpad je 
odstraněn do příslušného pytle jako ostatní odpad ke spálení. 
Dekontaminace odpadních vod z čističek proběhla tak, že do lahve se zbytkem 
primárního vzorku bylo přidáno trojnásobně vyšší než doporučené množství 
Chloraminu T, lahev byla opět zazátkována, promíchána a uložena do odpadu do 
spalovny.  
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Jiné větší objemy nevznikají s výjimkou aspirátů při izolaci DNA pomocí kitu 
MoBio PowerSoil a izolaci RNA a DNA pomocí kitu Qiagen MiniSpin Viral RNA. 
Tyto aspiráty jsou opět likvidovány inaktivací v přebytku dezinfekčního agens. Jsou 
vedeny přes dvě lahve předplněné 10x koncentrovanou dezinfekcí dle dezinfekčního 
programu FN v Motole. Následuje vakuová pumpa a za ní Hepa filtr, odkud vzduch 
pokračuje do prázdné lahve a odtamtud hadicí do odtahu od laminárního boxu. V 
láhvích se aspirát smísí s koncentrátem dezinfekce, čímž jsou infekční agens 
inaktivovány a při naplnění lahve cca do 1/3 v přebytku vody slévány do laboratorní 
výlevky. 
 
3.5 Srovnání požadavků a skutečného stavu 
Níže uvádíme hodnocení stavu před provedením stanovení popisovaných v 
praktické části práce. Hodnocení bylo provedeno proto, abychom se ujistili, že 
splňujeme požadavky na laboratoř kategorie 2 (dle přílohy 7 část B Nařízení 
361/2007 Sb): 
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Tabulka 3 – Požadavky na pracoviště zdravotnického a veterinárního zařízení 
Požadavky  Požadavek zákona podle 
skupiny biologického 
činitele 2 
Skutečnost v našem projektu 
1. Oddělení pracoviště od jakýchkoliv jiných činností v téže budově  ne  ano, dvojí dveře, samozavírací 
2. Vzduch přiváděný na pracoviště a odváděný z něho filtrovat HEPA nebo podobně 
účinným zařízením  
ne  ne; běžné řízené větrání 
3. Omezení přístupu na pracoviště jen na určené zaměstnance  ano  ano, dle vyjmenovaných pracovníků na dveřích 
4. Možnost hermeticky utěsnit pracoviště při provádění dezinfekce  ne  ne 
5. Specifické dezinfekční postupy  ano  ano, specifikováno dle dezinfekčního plánu nemocnice s 
dodatečnou dezinfekcí dle postupu stanovení 
6. Udržovat pracoviště v podtlaku oproti okolí  ne  ne 
7. Účinná kontrola vektorů (například hlodavců, hmyzu)  ano  ano, celonemocničním programem 
8. Povrchy nepropouštějící vodu a snadno omyvatelné  ano, pro pracovní plochy  ano 
9. Povrchy odolné vůči kyselinám, louhům, rozpouštědlům, dezinfekčním látkám  doporučeno  ano 
10. Bezpečné ukládání biologického činitele  ano  ano; uzamykatelný mrazák na primární vzorky a infekční 
meziprodukty extrakce DNA a RNA 
11. Pozorovací okénko nebo jiné srovnatelné zařízení umožňující pozorovat osoby 
nebo zvířata přítomné v prostoru  
doporučeno  není 
12. Vybavení laboratoře vlastním provozním přístrojovým zařízením  ne  ano 
13. Zacházení s infikovaným materiálem včetně všech zvířat v hazard boxu nebo 
izolátoru nebo jiném prostoru vhodném pro tuto práci  
v případě potřeby  biohazard box úrovně 2, certifikován, s odvodem vzduchu 
mimo budovu 
14. Spalovna mrtvol zvířat  doporučeno  nejsou používána laboratorní zvířata 
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Tabulka 4 – Požadavky na pracoviště v laboratořích a v místnostech pro laboratorní zvířata a na pracoviště průmyslových procesů 
Požadavky  Požadavek zákona podle 
skupiny biologického 
činitele: 2 
Skutečnost 
1. S životaschopnými organismy manipulovat v systému, který fyzicky odděluje tento 
proces od pracovního a ostatního prostředí  
ano  Ano, vzorky zpracovávány v biohazard boxu třídy 2; 
vakuové extrakce jsou prováděny přes dezinfekční pasti a 
HEPA filtr. 
2. Se vzduchem odsávaným z uzavřeného systému zacházet tak, aby  byl minimalizován únik  ano, z boxu odchází vzduch filtrovaný přes HEPA filtry, 
přímo do odtahu ven z budovy 
3. Odběr vzorků, přidávání materiálu do uzavřeného systému a přenos 
životaschopných organismů do jiného uzavřeného systému provádět tak, aby 
byl minimalizován únik  odběr vzorků neprovádíme, ostatní manipulace jsou v 
biohazard boxu třídy 2. 
4. Tekuté kultury ve větším množství nepřemísťovat z uzavřeného systému, pokud 
nejsou  
inaktivovány vhodnými 
prostředky  
neprovádíme kultivaci virů ani bakterií. Zbytky po 
zpracování primárního vzorku jsou inaktivovány 
koncentrovanými dezinfekčními činidly a/nebo 
autoklávováním. 
5. Uzávěr nádob pro kultury upravit tak, aby byl únik biologických činitelů  minimalizován  neprovádíme kultivaci virů ani bakterií 
6. Uzavřené systémy umístit v kontrolovaném pásmu  doporučeno  kontrolované pásmo není zřízeno 
a) umístit značku pro biologické riziko  doporučeno  umístěna 
b) přístup omezit pouze na jmenovitě určené zaměstnance  ano  značkou na dveřích s vyjmenovanými pracovníky 
c) zaměstnance vybavit pracovním oděvem  ano  ano 
d) zřídit dekontaminační zařízení a umývárny pro zaměstnance  ano  ano (dezinfekce, oční sprcha atd). Koupelna u toalet. 
e) zaměstnanci se před opuštěním kontaminované oblasti musí osprchovat  ne  ne 
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f) odpadní vodu z výlevek a sprch shromažďovat a před vypuštěním desinfikovat  ne  ne 
g) prostor kontrolovaného pásma dostatečně větrat tak, aby kontaminace vzduchu byla 
snížena na co nejnižší úroveň  
ano  ano, mechanická ventilace běžící stále 
h) v kontrolované oblasti udržovat podtlak vůči okolí  ne  ne 
i) vzduch přiváděný do kontrolovaného pásma a odváděný z něho filtrovat  ne  ne 
j) kontrolované pásmo upravit po technické stránce tak, aby byl při případném úniku 
zachycen celý obsah uzavřeného systému  
ne  ne 
k) zajistit, aby kontrolované pásmo bylo těsně uzavíratelné v zájmu umožnění 
fumigace  
ne  ne 
l) odpadní vodu před konečným vypuštěním  inaktivovat schválenými 
prostředky pro tyto účely  
dezinfekce laboratorního odpadu dle dezinfekčního 
programu nemocnice a biohazard manuálu laboratoře 
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4 Metodika 
 
4.1 Shrnutí prováděných metod 
Předmětem práce bylo: 
 mechanicky koncentrovat a promýt viry přítomné ve vzorku  
 extrahovat nukleovou kyselinu virů  
 provádět specifické PCR reakce ke stanovení fylogenetické příbuznosti virů nebo 
pro jejich detekci 
 provést metagenomické sekvenování viromu 
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Obrázek 1 – Grafické shrnutí prováděných prací 
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4.1.1 Laboratorní přístroje, pomůcky a software 
 
Používané přístroje a pomůcky: 
 
Pipety a dávkovače    Eppendorf; Germany 
Thermo – Finnpipette; Finland 
Thermo – Matrix; USA 
Vortex MS1 Minishaker   IKA Werke GmbH & Co; Germany 
Centrifuga MiniSpin plus   Eppendorf; Germany 
Centrifuga Universal 320R   Hettich Zentrifugen; Germany 
Centrifuga B4i    Jouan; Francie 
Biohazard box EF/S 6    Clean Air Techniek; Netherlands 
Vakuová pumpa s adaptéry   Qiagen; Hilden, Germany 
Ultracentrifuga Hitachi CS120 FNX  Hitachi; Japan 
Vodní lázeň J30 Bain Universal  Jouan; France 
Termocycler Mastercycler pro S   Eppendorf; Germany 
Termocycler Labcycler   Sensoquest GmbH; Germany 
Zdroj elektroforézy Power Pac P25 T Biometra; Německo 
7300 Real Time PCR system   Applied Biosystems; USA 
Transiluminátor TFX-26MC   Vilber Lourmat; France 
Fotoaparát OLYMPUS SP500uz  Olympus; Japan 
Robot Biomek 3000    Beckman Coulter; USA 
Robot Biomek 4000    Beckman Coulter; USA 
Robot QiaCube    Qiagen; Hilden, Germany 
3130xl Genetic Analyzer   Applied Biosystems; USA 
AccuBlock Digital Dry Bath   Labnet International, USA 
Qubit® 2.0 Fluorometer   Invitrogen, USA 
LightCycler® 480 Instrument II  Roche, Basel 
2100 Bioanalyzer Instrument   Agilent Technologies, USA 
MiSeq sequencer    Ilumina, USA 
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Používaný Software: 
AlphaDigiDoc (foto gelů)   Alpha Innotech; USA 
Sequencing Analysis Software  Applied Biosystems; USA 
Geneious R8.1.7    Biomatters, New Zealand 
2100 Expert Software   Agilent Technologies, USA 
 
Spotřební materiál: 
Pipetovací špičky s filtrem   Sarstedt; Germany 
(DNAase, RNAase, ATPase free)  Matrix; USA 
      ExpellPlus-BioVentures; USA 
Mikrozkumavky 1,5 ml   Eppendorf; Germany 
Zkumavky 1,5 ml, 50 ml   Sarstedt; Germany 
Ultracentrifugační zkumavky  Hitachi; Japan 
PCR desky     Applied Biosystems; USA 
PCR krycí fólie    Eppendorf; Germany 
Pasteurovy pipety, sterilní   Sarstedt; Germany 
Laboratorní rukavice    Vulkan-Medical; Česká republika 
QiaAmp Viral RNA Mini Kit  Qiagen; Germany 
 
4.1.2 Koncentrace virů z lidské stolice 
Materiál a chemikálie: 
 HBSS 100 ml, cat. no. H9269-100ML, Sigma, USA 
 TURBO DNase, cat. no. AM2238, Ambion, USA 
 TURBO DNA-free™, cat. no. AM1907M, Ambion, USA 
 RNase cocktail, cat. no. AM2286, Invitrogen, USA 
 Buffer AVL 155 ml, cat. no. 19073, Qiagen, Hilden, Germany 
 Corning® Costar® Spin-X® centrifuge tube filters, cellulose acetate membrane, 
pore size 0.45 μm, sterile, cat.no. CLS8162-96EA, Sigma, USA 
 Corning® Costar® Spin-X® centrifuge tube filters, cellulose acetate membrane, 
pore size 0.22 μm, sterile, cat. no. CLS8160-96EA, Sigma, USA 
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Počátečním materiálem jsou vzorky stolic pocházející od dětí z Norska, Afriky a 
Asie. Práce je prováděna většinou se sadou deseti vzorků.  
 
Přípravné kroky 
 očista laminárního boxu 70% isopropanolem, aby nedošlo ke kontaminaci 
 příprava vybavení a pomůcek (zkumavky, špičky, HBSS, vatové polštářky, rotor 
ultracentrifugy)  
 dekontaminace boxu UV světlem  
 
 
Obrázek 2 – Příprava materiálu a chemikálií na izolaci RNA/DNA  
 
Postup 
Zpracování probíhá v laminárním boxu. Centrifugace se dějí v rotorech s víky. 
 vzorky jsou nejprve důkladně alespoň 15 s promíseny vortexováním; 
 z každého vzorku stolice je odebráno 800 µl materiálu a přeneseno do nové 2 ml 
zkumavky. Jestliže původní zkumavka obsahuje materiálu málo, je suspenze stolice 
doplněna HBSS na objem 800 µl; 
 po přenesení 800 µl materiálu je objem doplněn do 1 ml pomocí sterilního HBSS; 
 centrifugace 10 000 g po dobu 2 minut za pokojové teploty – na dně zkumavek se 
vytvoří peleta; 
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 800 µl supernatantu je přeneseno do další sady centrifugačních zkumavek. Peleta 
v původní zkumavce se zbývajícími cca 200 µl vzorku je ponechána a později 
zamražena; 
 řada zkumavek se supernatantem je podrobena další centrifugaci (10 000 g, 2 min.); 
 750 µl supernatantu je přeneseno do třetí sady zkumavek; 
 následuje opět centrifugace na 10 000 g po dobu 2 minut; 
 700 µl supernatantu je přeneseno na 0,45 µM centrifugační filtr založený 
v centrifugační zkumavce; 
 následuje centrifugace 10 000 g po dobu 2 minut. Pokud nedojde k filtraci vzorku, 
krok se opakuje, následně se filtr vymění; 
 filtrát vzorků přes 0,45 µM filtr (virová frakce s makromolekulami) je následně 
přenesen do další sady zkumavek s centrifugačním filtrem (0,22 µM) a zkumavky 
jsou centrifugovány na 3000 g po dobu 2 minut; 
 z tohoto filtrátu (přes 0,22 µM filtr):  
o alikvota 140 µl je podrobena extrakci DNA a RNA. Ta začíná smísením s 
560 µl AVL (lyzačního) pufru a inkubací 10 minut v pokojové teplotě. Další 
kroky extrakce jsou popsány v oddílu 4.1.4.; 
o zbytek filtrátu ze zkumavky s 0,22 µM filtrem je podroben koncentraci a 
promytí virových a pseudovirových částic pomocí ultracentrifugace. 
 
Ultracentrifugace 
o filtrát je doplněn na 1 ml pomocí HBSS, promíchán pipetováním a přenesen 
do ultracentrifugačních zkumavek; 
o zkumavky jsou opatrně umístěny do rotoru ultracentrifugy a označeny fixem 
na vnější straně, abychom věděli, kde se bude nacházet peleta; 
o předchlazený rotor je umístěn do ultracentrifugy a spuštěna centrifugace na 
750000 g po dobu 1 h při 8 °C; 
o po skončení ultracentrifugace jsou zkumavky opatrně vyjmuty pomocí 
dekontaminované pinzety; 
o supernatant je odstraněn (v dočasné archivační zkumavce) a peleta je 
resuspendována v 500 µl HBSS; 
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o z resuspendované pelety je odebráno 120 µl, přidáno 23 µl směsi nukleáz 
(níže v tabulce 5)5 a vzorky jsou inkubovány při 37 °C po dobu 2 hodin; 
o po uplynutí inkubace je ke vzorkům přidáno 560 µl AVL lyzačního pufru, 
který reakci zastavuje a zahajuje extrakci DNA a RNA, jak je popsáno 
v oddílu 4.1.4. 
 
Tabulka 5 – Směs nukleáz 
Položka Objem na 1 reakci 
10x pufr k Turbo DNAse 12 µl 
Turbo DNAse (2U/µl) 2,4 µl 
RNAse cocktail (500U/ml 
RNaseA+20000U/ml 
RNaseT1) 
8 µl 
Benzonase (5U/ul) 1 µl 
Celkem:  23,4 µl 
 
4.1.3 Koncentrace virů z odpadních vod 
Počátečním materiálem jsou 1,5 l polyethylovené láhve naplněné odpadní vodou 
pocházející ze vstupu čistíren odpadních vod (většina) nebo z výstupu čistírny (odpadní 
vody z uprchlických táborů). Vzorky byly získány laskavostí MUDr. Petry Reinetové, 
vedoucí národní referenční laboratoře pro poliovirus, Státní zdravotní ústav, Praha. 
Lahve jsou krátce po uskutečnění odběru zmrazeny v -20 °C a zůstaly tak až do 
zpracování. Po vyjmutí z přepravního kontejneru jsou umístěny v digestoři a ponechány 
k roztátí jejich obsahu. Po roztátí celého obsahu jsou zevně očištěny dezinfekcí a obsah 
je promíchán opakovaným obracením. Alikvóta obsahu o objemu 50 ml je přenesena do 
zkumavky se šroubovacím víčkem a uložena v -20 °C. 
                                                 
 
5 Použití směsi enzymů bylo podrobeno testování – nakonec jsme od nich upustili vzhledem k tomu, že 
efekt eliminace ribosomální RNA nebyl dostatečný. 
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Materiál v objemu 10 ml je přelit do centrifugační zkumavky a podroben 
centrifugaci 15 minut při 2400 g, aby došlo k sedimentaci větších partikulí. Supernatant 
je následně přefiltrován přes 0,22 µM filtr: 
a) jedna alikvota je podrobena okamžité izolaci DNA a RNA; 
b) druhá alikvota je ultracentrifugována v objemu 1 ml po dobu 30 minut při 8 °C 
na 900000 G. Supernatant je následně odstraněn a dočasně zamražen, zatímco 
peleta je resuspendována v 500 µl sterilního TE pufru, část použita k extrakci 
RNA a DNA a část zamražena.  
Zbytek výchozího materiálu je dekontaminován přidáním Chloraminu T 
(Bochemie) do celkové váhové koncentrace 5 % (75 g na lahev) a protřepáním. Posléze 
byly láhve odstraněny do nemocniční spalovny. 
 
4.1.4 Izolace DNA a RNA z materiálu 
Izolace DNA a RNA je prováděna pomocí kitu QIAamp Viral RNA Mini 
QIAcube Kit. Kit je široce používán v publikovaných článcích respektovaných 
pracovišť a naše laboratoř s ním má přes 15 let zkušeností.  
Vzorky jsou postupem nejprve lyzovány a jsou inaktivovány DNázy a RNázy. 
Volná DNA a RNA je navázána na membránu, promyta několika pufry a následně 
změnou koncentrace ethanolu a solí z membrány eluována. V protokolu používáme 
exogenní vnitřní kontrolu (klonovaný malý neinfekční fragment viru západonilské 
horečky, jenž se jinak ve stolicích nevyskytuje). 
 
Použité chemikálie 
 QIAamp Viral RNA Mini Kit (50), cat. no. 52904, Qiagen, Hilden Germany 
 Ethanol p.a., cat. no. 71250-11000, Penta, Česká republika 
 Armored RNA Enterovirus, cat. no. 42050, Asuragen Diagnostics, 2150 
Woodward, Austin, TX, 78744-1832, USA, pozitivní kontrola 
 Armored RNA West Nile Virus (HNY1999), cat. no. 42040, exogenní vnitřní 
kontrola 
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Postup 
Extrakce se děje v robotu Qiacube, s výjimkou prvního a posledního kroku. Každá série 
o maximálně 12 vzorcích (kapacita robotu) je dokumentována v laboratorní databázi, 
která tiskne i pipetovací seznamy a štítky na extrahované nukleové kyseliny.  
 do zkumavek o objemu 2 ml s 140 µl materiálu 4.1.3 je přidáno 560 µl AVL; 
 následuje alespoň 15 sekund promíchávání na vortexu; 
 zkumavky jsou posléze 10 minut inkubovány v pokojové teplotě; v tomto kroku se 
inaktivuje většina potencionálních agens; 
 dalším krokem je příprava robotu a jeho spuštění podle návodu výrobce: stručně, 
jsou doplněny lahvičky na ethanol a lyzační pufry AW1 a AW2, špičky a eluční 
pufr. Do rotoru jsou připraveny vložky (cartridge) s extrakčními kolonkami a 
sběrnými zkumavkami. Sběrné zkumavky na eluát DNA a RNA jsou opatřeny 
vytištěnými štítky, jejich pozice zkontrolovány, vzorky v izolačních zkumavkách 
vloženy do příslušných pozic v třepačce robotu; 
 následně je robot spuštěn na připravený extrakční program dle návodu; 
 po dokončení procesu jsou cartridge s izolovanou RNA/DNA vyjmuty, zkumavky s 
nukleovými kyselinami uloženy po rozdělení na dvě alikvoty a odpad řádně 
zlikvidován. 
 
Kontrola extrakce z dětských stolic 
Kontrola nebyla bezprostředně po extrakci prováděna, protože mimo exogenní 
kontrolní RNA není v materiálu žádná konstantní složka. Stanovení kontrolní RNA 
probíhá v odůvodněných případech při dalším zpracování vzorků. 
Bezprostředně po provedení extrakce RNA a DNA jsme kvantifikovali z obou 
extrakcí enterovirus pomocí real-time reverzně transkriptázového PCR s cílem srovnat 
efektivitu extrakce z materiálu a z obohacené virové frakce Použili jsme metodu podle 
(Honkanen, Oikarinen et al. 2013). 
Nižší prahové cykly (Ct) odpovídají vyšší kvantitě. Z tabulky (Tabulka 6) je 
zřejmé, že obecně je amplifikován časněji enterovirus z obohacené virové frakce.  
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4.1.5 Kontrola extrakce z odpadních vod pomocí PCR na 
reprezentativní viry 
Bezprostředně po provedení extrakce RNA a DNA jsme kvantifikovali 
enterovirus (Honkanen, Oikarinen et al. 2013) a adenovirus (Claas, Schilham et al. 
2005) pomocí real-time reverzně transkriptázového PCR s cílem srovnat efektivitu 
extrakce z materiálu a z obohacené virové frakce.  Předpokládali jsme, že tito dva 
zástupci velmi prevalentních skupin virů budou přítomny v téměř všech odpadních 
vodách.  
Nižší prahové cykly (Ct ENT) odpovídají vyšší kvantitě. Je zřejmé, že obecně je 
amplifikován časněji (s nižším prahovým cyklem, t.j. lépe) enterovirus z 
ultracentifugací obohacené virové frakce.  
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Tabulka 6 – Výsledky prahových cyklů z odpadních vod – detekce enteroviru jako 
zástupce RNA virů 
naše 
ref. 
číslo 
Místo Typ 
Ct ENT 
z prvotního 
materiálu 
Ct ENT 
z ultracentrifugací 
obohaceného 
materiálu 
1 České Budějovice ČOV – před 33,8 32,1 
2 Plzeň ČOV – před 35,5 32,0 
3 Brno - Zastávka ČOV UP – za  neg neg 
4 Ústí nad Labem ČOV – před 34,8 31,3 
5 České Budějovice ČOV – před 34,0 30,4 
6 Ostrava ČOV – před 35,6 32,3 
7 Plzeň ČOV – před 36,2 33,6 
8 Kost. n. Orlicí ČOV – před neg neg 
9 Ústí n. Labem ČOV – před neg neg 
10 Praha ČOV – před 34,8 31,5 
11 Vyšné Lhoty ČOV UP – za 50,0 38,1 
12 Ostrava ČOV – před 35,2 32,4 
13 Brno - Modřice ČOV – před 32,2 31,0 
14 Plzeň ČOV – před 33,7 31,7 
15 České Budějovice ČOV – před neg 34,4 
16 Zastávka u Brna ČOV UP – za neg neg 
17 Jezová ČOV UP – za 41,1 35,4 
18 Ústí n. Labem ČOV – před 37,1 36,4 
19 Ostrava ČOV – před 36,8 34,9 
20 Zastávka u Brna ČOV UP – za neg neg 
21 Kost. n. Orlicí ČOV UP – za neg neg 
22 Praha ČOV – před 34,7 37,1 
23 Brno - Modřice ČOV – před 35,1 32,9 
24 – voda neg neg 
ČOV – před = odběr z kanalizace před čistírnou odpadních vod; ČOV UP – za = odběr z 
výstupu čistírny odpadních vod uprchlického tábora 
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4.1.6 Sangerovo sekvenování informativních úseků CrAssphage 
K fylogenetické analýze jsme zjistili sekvence tří informativních úseků 
CrAssphage pomocí přímé Sangerovy sekvenace PCR produktů. Postup se skládal z 
amplifikace tří úseků viru, kontroly na gelové elektroforéze, přečištění amplifikační 
reakce, sekvenační reakce, přečištění sekvenační reakce, kapilární elektroforézy a 
bioinformatického předzpracování. 
 
4.1.7 PCR amplifikace tří oblastí CrAssphage 
Reakční směs PCR je v principu složena ze čtyř základních složek – templátové 
DNA, termostabilní DNA polymerázy, primerů a deoxynukleotidů, vše ve vhodném 
pufru. Amplifikace se děje ve třech základních krocích: denaturaci, hybridizaci 
(navázání primerů) a elongaci (prodlužování řetězce, kopírování). Vlivem vysoké 
teploty okolo 90 °C dochází k denaturaci dvojřetězcového vlákna DNA, pak jsou při 
teplotě cca 45-65 °C navazovány primery (krátké úseky DNA tvořeny 20-25 
nukleotidy) a při 60-72 °C ve třetím kroku DNA polymeráza elonguje nový řetězec. 
Opakováním probíhá amplifikace exponenciálně.  
 
Materiál a chemikálie 
 PCR voda (Aqua pro Injectione)   Braun, Germany 
 Pufr 10x+MgCl2 (15 mM)    Qiagen, Hilden Germany 
 MgCl2 (25 mM)      Qiagen, Hilden Germany 
 dNTP (5mM každý)     Qiagen, Hilden Germany 
 primer F (forward)6 (20µM) 
 primer R (reverse) (20µM) 
 HotStarTaq® DNA Polymerase (5U/µl)   Qiagen, Hilden Germany 
 Templát (DNA) 
 
                                                 
 
6 Sekvence primerů pro amplifikaci tří informativních úseků CrAssphage jsou předmětem mezinárodní 
spolupráce a nebyly dosud publikovány. Cílení genů ani sekvence primerů nejsou proto v této práci 
uvedeny. Primery byly syntetizovány lokálním dodavatelem podle sekvencí navržených koordinátorem 
studie. 
51 
 
Postup 
 je proveden rozpočet reakční směsi (s cca 5-10 % rezervou) a zanesen do 
záznamového protokolu (Tabulka 7) 
 do řádně označené 1,5 ml zkumavky je připravena reakční směs podle rozpisu, 
polymeráza je přidána jako poslední; 
 směs je vortexována, krátce centrifugována a následně je rozplněna po 23µl do 
jednotlivých reakčních zkumavek; 
 do reakčních zkumavek je následně přidána templátová DNA v objemu 2 µl; 
 s výhodou mohou být použity desky s jamkami pro PCR, pak je třeba 
respektovat kompatibilitu používaných programů termocykleru (dvě z reakcí 
měly stejný program, třetí byl odlišný); 
 desky pro PCR jsou řádně uzavřeny fólií a krátce stočeny v centrifuze; 
 po umístění do cykleru je spuštěn příslušný program a po jeho skončení (cca 2 
hodiny) jsou do dalšího zpracování umístěny produkty PCR v lednici. 
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Tabulka 7 - Rozpis přípravy směsi pro PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabulka 8 - Programy termocykleru pro amplifikaci tří úseků CrAssphage 
PCR program 
 Crass A Crass B / Crass C čas 
DENATURACE 95 °C 95 °C 15:00 
CYKLY 40x (45x) 94 °C 94 °C 0:30 
 42,5 °C 50 °C 0:30 
 68 °C 68 °C 1:30 
FINALNÍ SYNTÉZA 68 °C 68 °C 5:00 
SKLADOVÁNÍ 15 °C stále  
 
 Reakční směs 
µl/vzorek 
Finální 
koncentrace ve 
směsi 
PCR voda 17,30  
Pufr 10x (obs. MgCl2 15 mM) 2,5  
MgCl2 (25 mM) 1,0 2,5 mM celkem 
dNTP (5mM každý) 1,0 200 µM každý 
Primer F Crass (20mM) 0,5 400 nM 
Primer R Crass (20mM) 0,5 400 nM 
HotStar polymeráza (5U/µl) 0,20 1.0 U / 25 µl r. 
DNA templát 2  
CELKEM OBJEM 25  
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4.1.8 Kontrola produktu PCR na agarózovém gelu 
Kontrolní elektroforéza produktů PCR má za cíl ověření přítomnosti a síly 
amplifikovaného produktu. Principem je pohyb záporně nabitých molekul DNA ve 
stejnosměrném elektrickém poli směrem k anodě. Pomocí této metody se separují 
molekuly DNA na základě své velikosti a rozdílných rychlostí pohybu v gelu. Rychlosti 
jsou zhruba nepřímo úměrné velikosti molekuly DNA.  
 
Materiál a chemikálie 
 0,5x TBE (tris – borate, EDTA 0,5 M, pH 8,0, destilovaná H2O) připraven 
lokálně 
 SeaKem® LE Agarose       Lonza; USA 
 GelRedTM Nucleic Acid Stain 10 000x in water   Biotium; USA 
 Velikostní marker 2 - Log DNA     BioTech; ČR 
 40 % roztok sacharózy s bromfenolovou modří (nanášecí pufr) připraven 
lokálně 
Postup 
 elektroforetický gel je připraven z 2 – 2,5% agarózy v 1/2 koncentraci standardního 
TBE pufru7; 
 agaróza v pufru je připravována v dávkách předem a ukládána do inkubátoru 
nastaveného na cca 60 °C. Příprava je prosté rozmíchání agarózy v pufru a převaření 
v mikrovlnné troubě; 
 příslušný objem gelu (cca 150 ml na námi používanou elektroforetickou formu a 
vanu) je ze zásobní lahve přelit do kádinky, kde je přidána detekční barva (GelRed 
Nucleic Acid Stain v objemovém poměru 1-2 : 105); 
 plynulým pohybem je smíchaný gel s barvou přelit do formy, kde jsou zasazeny 
hřebeny a gel za pokojové teploty tuhne; 
                                                 
 
7 Zvolená koncentrace je kompromisem pufrovací kapacity a zahřívání při dlouhotrvající elektroforéze. 
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 do mikrotitrační destičky, předplněné nanášecím pufrem, je mezitím přidán produkt 
PCR. Objem amplifikovaných produktů proti nanášecímu pufru je 2:1. Podobně je 
naloženo s velikostním markerem; 
 po ztuhnutí gelu jsou z něj odstraněny hřebeny a na gel v elektroforetické vaně jsou 
nanášeny vzorky; 
o kontrola úrovně hladiny pufru: nad gelem je třeba mít přibližně stejnou 
vrstvu pufru, jak je tlustý gel; 
o multikanálovou pipetou jsou následně naneseny do jamek gelu produkty 
PCR smísené předtím s nanášecím pufrem; 
o na konec řádku je zpravidla nanesen velikostní marker; 
o víko je uzavřeno a v okruhu je nastaveno napětí 100–200 V a čas 15–30 
minut8 . Napětí a doba se řídila podle aplikace, délky mezi elektrodami a 
podle rozestupu hřeben; 
 po skončení elektroforézy je elektroforetická vana odpojena od zdroje a z pufru 
opatrně vyjmuta forma s gelem; 
 gel je umístěn na stolek transiluminátoru a pozorován při prosvícení ultrafialovým 
světlem, následně fotografován přes filtr; 
 po vytištění fotografie gelu, je tento i ostatní produkty kontaminovaný materiál 
odstraněn do odpadu do spalovny. 
 
 
 
 
 
 
                                                 
 
8 Napětí a čas se řídí dle aplikace a délky mezi elektrodami. Obvyklé jsou hodnoty 5-15 V / cm. 
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4.1.9 Přečištění produktů po PCR 
Přečištění produktů po PCR odstraní zejména zbylé primery a neinkorporované 
nukleotidy (dNTP), které by jinak interferovaly se sekvenační reakcí. Principem metody 
je navázání PCR produktů na magnetické částice obalené oxidem křemičitým a jejich 
oddělení od ostatních komponent PCR reakce, které jsou následně odmývány 70 % 
ethanolem.  
 
 
Obrázek 3 – Přečištění produktů po PCR, převzato z www.beckman.cz 
 
Materiál a chemikálie 
 Agencourt® AMPure® PCR Purification System, Beckman Coulter Genomics; 
USA 
 Agencourt® SPRIPlate 96R ring magnetic plate, Beckman Coulter Genomics; 
USA 
 Pipetovací špičky AP 96 P250 non-sterile         Beckman Coulter; USA 
 Ethanol 70 %      lékárna FN Motol 
 Voda pro injekce     Braun, Německo 
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Postup 
Postup i jeho implementace na automatickém robotu Beckman Biomek 3000 a 
4000 jsou provedeny přesně podle návodu výrobce a písemných instrukcí místního 
protokolu. Proces je plně automatizovaný. Nijak se neliší se od procesů čištění jiných 
produktů PCR. 
Vstupním materiálem je 10µl produktu PCR. Ten je spolu s novou destičkou pro 
PCR vložen do robotu Biomek 3000/4000 (Beckman Coulter; USA) a pomocí kitu 
Beckman AMPure® PCR Purification System (Beckman Coulter Genomics; USA) je 
dle protokolu přečištění automaticky provedeno.  
 
4.1.10 Sangerova sekvenace 
Sangerovu sekvenaci lze pojmout jako modifikaci PCR reakce, kdy je použit ale 
pouze jeden primer a reakce tak neprobíhá jako exponenciální amplifikace, ale jen 
lineární kopírování. V reakční směsi jsou přítomny nejen dNTP, ale v nízkém podílu též 
ddNTP (2´,3´–dideoxynukleotidtrifosfáty). Každá z přítomných čtyř bází ddNTP je 
značena jinou fluorescenční barvou. Při včlenění do vznikajícího řetězce DNA zamezí 
dalšímu prodlužování. Výsledkem sekvenční reakce je směs různě dlouhých řetězců 
DNA, z nichž každý je označen fluorescenčně barvou podle toho, jakou bází končí. 
Produkty sekvenační reakce jsou poté rozděleny pomocí kapilární elektroforézy na 
sekvenátoru a tak je možné přečíst posloupnost jednotlivých bází.  
 
Materiál a chemikálie 
 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems; USA 
 5x Sequencing Buffer     Applied Biosystems; USA 
 Voda pro injekce      Braun, Německo 
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Postup 
 je proveden rozpočet sekvenační směsi na daný počet vzorků a primerů 
 do pozic nové PCR destičky je předpipetována reakční směs v objemu 8 µl a 
následně přidán templát (přečištěný amplifikovaný produkt) v objemu 2 µl 
 destička je uzavřena a podrobena několika cyklům denaturace a syntézy v 
termocykleru, dle instrukcí výrobce sekvenačního kitu 
 po skončení je reakce opět přečištěna 
 
Tabulka 9 – Směs na sekvenační reakci 
 Objem na 1 reakci 
voda 5,43 µl 
5x sequencing buffer 1,75 µl 
sekv. Směs BigDye Terminator 3.1 0,50 µl 
sekvenační primer (20 µM) 0,313 µl 
Přečištěný PCR produkt 2,0 µl 
Celkem 10 µl 
 
4.1.11 Přečištění po sekvenační reakci 
Materiál a chemikálie 
 Beckman CleanSEQ®     Beckman Coulter Genomics; USA 
 SPRIPlate 96R ring magnetic plate   Beckman Coulter Genomics; USA 
 Pipetovací špičky AP 96 P250 non-sterile Beckman Coulter; USA 
 Ethanol 85 %     lékárna FN Motol 
 0,05 mM EDTA      Promega; USA 
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Postup 
Princip a postup přečišťování po sekvenační reakci je obdobný jako u přečištění 
po PCR; opět se detailně řídí instrukcemi výrobce přečišťovacího kitu a robotu.  
 
4.1.12 Kapilární elektroforéza na automatickém sekvenátoru 
Tato metoda využívá principů elektroforézy a elektroosmózy k separaci látek 
uvnitř křemenné kapiláry. Principem automatického sekvenátoru je paralelní kapilární 
elektroforéza, pomocí které lze odečíst fluorescenci nukleotidových fragmentů DNA a 
stanovit sekvenci nukleotidů. 
 
Materiál a chemikálie 
    POP-7TM Performance Optimized Polymer Applied Biosystems; USA 
    Buffer (10x) with EDTA   Applied Biosystems; USA 
    deionizovaná voda     připravena lokálně 
 
Postup 
Destička s přečištěnými vzorky byla vložena do sekvenátoru. Do jednotlivých 
jamek v destičce vstoupila kapilára a anoda a došlo k napětí. Výsledkem byl vstup 
záporně nabitých DNA fragmentů do kapiláry a postup směrem k anodě. Fluorescenčně 
značené fragmenty DNA byly ozářeny pomocí argonového laseru, který umožňuje 
excitaci několika fluorochromů současně. Emitované světlo bylo zachyceno CCD 
kamerou (Charge-coupled device), 4 vlnové délky snímány současně. Systém 
vyhodnocuje emisní obrazce a převádí je do podoby barevných křivek, z nichž je 
provedeno stanovení sekvence bází. 
Výstupem jsou soubory ve formátu ab1 (fluorescenční signál s interpretací) a 
soubory se sekvencí bází.  
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4.1.13 Vyhodnocení sekvenací 
Vyhodnocení dat probíhalo pomocí softwaru Geneious R8.1.7. Do tohoto 
programu byly převedeny získané sekvence ze sekvenátoru. Pro získání kompletní 
sekvence bylo nutné spojit přímou a reverzní sekvenci a následně manuálně opravit ty 
báze, které nebyly automatickým procesem správně vyhodnoceny.  
Zdrojové soubory, meziprodukty s opravnými bázemi, i konečné konsensuální 
sekvence byly pak předány koordinátorovi mezinárodní studie k provedení 
fylogenetické analýzy. 
 
4.2 Metagenomické sekvenování celého viromu 
Metagenomické sekvenování viromu je prováděno pomocí sekvenování nové 
generace (next generation sequencing). Protokol prováděný v tomto projektu pochází z 
předchozích zkušeností laboratoře a byl publikován v detailní podobě jako 
suplementární materiál v jednom z předchozích projektů (Kramna, Kolarova et al. 
2015). Příprava a provedení metagenomického sekvenování viromu trvá přibližně týden 
až dva týdny a její detailní protokol zahrnuje cca 50 stran textu. Z protokolu je stručně 
vyjmuto: 
 
4.2.1 Příprava a amplifikace náhodných fragmentů 
 
Materiál a chemikálie: 
 SuperScript™ II Reverse Transcriptase, cat. no. 18064–014, Invitrogen, USA 
 AmpliTaq Gold® DNA Polymerase with GeneAmp® 10X PCR Gold Buffer, cat. 
no. 4311818, Applied Biosystems, USA 
 DNA Polymerase I Large (Klenow) Fragment, Exonuclease Minus, cat. no. 
M2181, Promega, USA 
 Recombinant RNasin™ Ribonuclease Inhibitor, cat. no. N2515, Promega, USA 
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 Exonuclease I, standard concentration, (10 units/µL), cat. no. 70073Z2500UN, 
Affymetrix, USA 
 Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), cat. no. 78390500UN, Affymetrix. USA 
 UltraPure™ DEPC-Treated Water, cat.no. 750024, Invitrogen, USA 
 
Postup: 
 nukleová kyselina podrobena reverzní transkripci za pomoci náhodného 
oktameru opatřeného krátkou konstantní sekvencí (“tag“) na 5´konci – ta je 
v dalším postupu použita jako amplifikační primer; reverzní transkriptáza 
kopíruje nejen RNA, ale i přítomnou DNA; 
o reakce začíná denaturací nukleové kyseliny při 70 °C 5 minut a rychlým 
ochlazením po dobu 5 minut; 
o následně je přidán mix na reverzní transkripci a zahájena inkubace při  
25 °C 20 minut, 42 °C 60 minut a při 95 °C 5 minut; 
o výsledkem je cDNA začínající konstantní sekvencí (“tagem“) reverzně 
traskriptázového primeru; 
 syntéza druhého řetězce je provedena přidáním 2,5U Klenowova fragmentu 
k předešlé reakční směsi (tedy stále obsahující značené oktamery), následuje 
inkubace při 37 °C po dobu 60 minut; výsledkem je dvouřetězcová cDNA, jejíž 
druhý řetězec obsahuje na obou koncích sekvenci “tagu“ reverzně 
transkriptázového primeru; 
 nezačleněné primery a jednoduché molekuly jsou odstraněny během inkubace 
s exonukleázou (Exonukleasou I, 10U) a fosfatázou (Shirm Alkaline 
Phosphatase, 1U) při 37 °C po dobu 60 minut, následuje inaktivace uvedených 
enzymů při 75 °C po dobu 15minut; 
 dvouřetězcový transkript je amplifikován s využitím konstantní části reverzně 
transkripčního primeru (“tagu“). Jedná se o 30 cyklovou PCR s využitím 
AmpliTaq Gold® chemie; 
o primer je pouze jeden, odpovídá konstantní části reverzně transkripčního 
primeru (“tagu“); 
o teplotní profil PCR je odvozený dle (Blinkova, Victoria et al. 2010); 
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o výsledkem je množina dvouřetězcových molekul, náhodných kopií 
výchozích nukleových kyselin, a to v kvantitě násobně vyšší, než byly 
RNA či DNA výchozího vzorku. 
 
 
Obrázek 4 – Dva vzorky po amplifikaci náhodných fragmentů na 2% agarózovém gelu. 
Žebříček (úplně vpravo) má fragmenty o délce lišící se o 100 bp. 
 
4.2.2 Příprava knihovny a sekvenování 
Materiál a chemikálie: 
 Agencourt® AMPure® PCR Purification System, Beckman Coulter Genomics; 
USA 
 Agencourt® SPRIPlate 96R ring magnetic plate, Beckman Coulter Genomics; 
USA 
 Pipetovací špičky AP 96 P250 non-sterile  Beckman Coulter; USA 
 Ethanol 70%      lékárna FN Motol 
 UltraPure™ DEPC-Treated Water, cat.no. 750024, Invitrogen, USA 
 Qubit® dsDNA HS Assay Kit / Tubes, cat. no. Q32854, Q32856, Invitrogen, 
USA 
 Nextera® XT Index Kit v2 Set A, D (96 Indexes, 384 Samples), Ilumina, USA 
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 Nextera® XT DNA Library Prep Kit for 24 Samples, cat.no. FC-131-1024, 
Ilumina, USA 
 MiSeq Reagent Kit v2 (500cycle), cat.no. MS-102-2003, Ilumina, USA 
 PhiX Control Kit v3, cat.no. FC-110-3001, Ilumina, USA 
 KAPA Library Quantification Kit / Reagents, cat. Agilent Technologies, USA 
 Agilent High Sensitivity DNA Kit /Reagent, Agilent Technologies, USA 
 Sodium hydroxide solution BioUltra, for molecular biology, 10 M in H2O, 
cat.no. 72068–100ML, Sigma, USA 
 LightCycler® 480 Multiwell Plate 384, white, cat.no. 04729749001, Roche, 
Basel 
 
Postup 
 Z preamplifikované knihovny je provedena selekce velikosti a purifikace za 
pomoci přístroje Biomek 4000 (Beckman Coulter) s využitím magnetických 
částic Ampure v poměru 1:2; 
 následně proběhne měření koncentrace purifikované knihovny na přístroji Qubit 
Fluorometr za použití (Qubit® dsDNA, Invitrogen, USA) kitu; 
 naměřené koncentrace jsou zaneseny do předem připraveného vzorce 
v programu Microsoft Excel, ze kterého byly získány poměry k naředění vzorků 
na koncentraci 0,2 ng/µl, to je následně provedeno; 
 purifikované vzorky naředěné na koncentraci 0,2 ng/µl byly podrobeny tzv. 
tagmentaci (t.j. fragmentaci a opatření konců fragmentů adaptéry, tagy; termín 
použitý výrobcem kitu) a následně PCR amplifikaci za použití kitu (Nextera® 
XT DNA Library Prep Kit for 24 Samples, Ilumina, USA); 
 každý vzorek je opatřen jedinečnou kombinací indexů, aby byl v sekvenačním 
běhu rozpoznatelný. To se děje pomocí PCR amplifikace s omezeným počtem 
cyklů a s použitím dvou sad indexů (Nextera® XT Index Kit v2 Set A, 
Nextera® XT Index Kit v2 Set D, Ilumina, USA); 
o je nutno dodržet indexovou strategii, vždy kombinace 2 indexů S a N, v 
ideálním případě by měl mít každý vzorek unikátní kombinaci indexů; 
o v případě většího počtu vzorků je nutno zajistit, aby každý vzorek měl 
unikátní alespoň jeden index; 
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 následně je provedena purifikace indexované knihovny na přístroji Biomek 4000 
(Beckman Coulter) s využitím Ampure magnetických částic v poměru 2:1,1; 
 po purifikaci knihovny je provedena kontrola kvality na automatizované 
vysokocitlivé elektroforéze (2100 Bioanalyzer Instrument, Agilent 
Technologies, USA) pomocí kitu (Agilent High Sensitivity DNA Kit, Agilent 
High Sensitivity DNA Reagents, Agilent Technologies, USA); 
o kontrola kvality hodnocená z elektroforeogramu a gelu je na (Obrázku 5; 
Obrázku 6); 
o kvantita knihoven je též přizpůsobena délce rozsahu fragmentů – bližší 
vysvětlení přesahuje rozsah této práce; 
 
 
Obrázek 5 – Kontrola kvality -  elektroforeogram z automatizované elektroforézy. 
Dolní obrázek vpravo je velikostní marker, ostatní jsou knihovny. Každé "okénko" je 
jeden vzorek. Signál je snímán v čase (zleva doprava): nejprve je ostrý peak velikostní 
reference, pak rozložení knihovny, následně opět ostrý peak velikostní reference. Z 
plochy pod křivkou lze díky přítomnosti markerů relativně velmi přesně odhadnout 
kvantitu knihovny.  
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Obrázek 6 – Kontrola kvality – gel. Druhý formát zobrazení výše uvedených knihoven. 
Zde je možné zkontrolovat, že rozložení fragmentů knihoven je pravidelné a neobsahuje 
výraznější individuální proužky, které by svědčily pro neakceptovatelnou nízkou 
diverzitu. 
 
 další kvantifikace knihovny proběhne za pomocí kitu (Illumina Library 
Quantification Kit, KAPA Biosystems, USA) na přístroji LightCycler® 480 
Instrument (Roche); ta poskytne absolutní kvantitu v pikomolech. 
 po úspěšné kvantifikaci následuje normalizace vzorků na koncentraci 500 pM a 
vytvoření ekvimolární směsi prostým smícháním těchto normalizovaných 
knihoven; 
 směs knihoven je denaturována a naředěna na finální koncentraci 9 pM; 
 směs knihoven o koncentraci 9 pM je pak sekvenována na přístroji Miseq 
(Ilumina) za pomocí kitu (MiSeq Reagent Kit v2 500cycle) dle postupu výrobce 
s drobnými modifikacemi; 
 výsledkem sekvenace je pro každý ze vzorků přítomných v sekvenačním běhu 
jeden pár souborů: díky použití indexů je každé čtení přiřazeno k jednomu 
vzorku a jejich celková množina je pak uložena do páru "fastq" souborů. 
 následná analýza proběhne na lokálním počítači nebo on-line protokolem 
popsaným v nyní publikované práci laboratoře (Lin, Kramna et al. 2017). 
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5 Výsledky 
S využitím metod popsaných v podkapitole 4.1 byla provedena fylogenetická 
analýza vzorků stolic a odpadních vod. Výsledkem jsou fylogenetické analýzy 
reprezentované stromy pro tři informativní oblasti crassfágu. 
 
5.1 CrAssphage ve vzorcích odpadních vod a norských stolic 
Pozitivní finské vzorky ze studie DIPP, byly prvními testovanými vzorky při 
ověřování funkčnosti nového protokolu.  
Na obrázku 7 je foto elektroforetického gelu purifikovaných PCR produktů z 
finských vzorků. Jasně viditelné jsou pozitivní vzorky pro fragment Crass A, pro oblasti 
Crass B a C jsou zachyceny pouze některé instance, což svědčí o variabilitě sekvence 
pod primery či deleci příslušného genu. 
 
Obrázek 7 – Foto gelu pozitivních vzorků z Finska 
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Následující práce začala s testováním vzorků norských dětských stolic. Nejprve 
byly testování podrobeny dvě sady o celkem 180 vzorcích s primery pro variantu A (A-
F, A-R). Výsledkem byla detekce crassfágu v 18 vzorcích. Následně byly 
amplifikovány s primery varianty B (B-F, B-R) a C (C-F, C-R).  
Následujícím krokem byla PCR amplifikace vzorků odpadních vod (Tabulka 6). 
Použili jsme 24 získaných vzorků (označení vzorků s.1–s.24), z nichž posledním 
vzorkem byla voda z kohoutku odebraná ve FN Motol, sloužící jako negativní kontrola. 
Vzorky byly postupně amplifikovány pomocí primerů pro varianty A, B a C. Pozitivní 
pozice byly purifikovány (Obrázek 8, Obrázek 9) a následně byla provedena sekvenační 
reakce pomocí vnějších a interních primerů pro oblasti Crass A, Crass B a Crass C. 
Interní primery byly speciálně navrženy později, jelikož při prvních pokusech se 
sekvenováním norských stolic se podařilo pospojovat jen některé fragmenty, u 
nenapojených fragmentů vzniklo přemostění, které bylo třeba překlenout právě pomocí 
těchto primerů.  
Nejvíce sekvencí crassfága se podařilo získat z varianty A. Byly získány téměř 
veškeré sekvence, jelikož vzorky s.8, s.21 a s.24, byly nejspíše negativní pro všechny 
varianty. Vzorek s.1 měl ve variantě A velmi slabou koncentraci, proto nejspíše nebyly 
získány jeho sekvence. Z varianty B se nepodařilo sekvenovat vzorky s.7, s.11, s.20, 
s.22. Z varianty C se nepodařilo získat sekvence vzorků s.3, s.10, s.11, s.12, s.13, s.14, 
s.15, s.16. 
Výsledné sekvence byly nahrány do programu Geneious R8.1.7. V tomto 
programu proběhla selekce sekvencí. Sekvence o špatné kvalitě byly z programu 
odstraněny, ostatní sekvence byly pospojovány a exportovány ve formátu fasta. Pro 
každou variantu sekvencí byl vytvořen jeden fasta soubor. Tyto soubory byly později 
odeslány americké skupině k finální analýze a vytvoření fylogenetických stromů. 
Finálním výstupem jsou fylogenetické stromy pro tři informativní oblasti, které 
lze sledovat na obrázcích (Obrázek 10; Obrázek 11 a Obrázek 12). Výsledky z naší 
laboratoře jsou ve fylogenetických stromech zaneseny pod názvy Czech Republic a 
Finland. 
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Obrázek 8 – Přečištěné vzorky odpadních vod varianta CrAssA 
 
 
Obrázek 9 – foto elfo gelu purifikovaných vzorků odpadních vod po amplifikaci, 
varianta CrAssB a CrAssC 
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Obrázek 10 – Fylogenetický strom CrAssA 
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Obrázek 11 – Fylogenetický strom CrAssB 
 
Obrázek 12 – Fylogenetický strom CrAssC 
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5.2 CrAssphage ve vzorcích stolic z Afriky a Asie 
Celkem bylo metagenomicky sekvenováno 178 vzorků, 59 vzorků pocházelo ze 
Súdánu, 51 z Ázerbájdžánu, 40 z Jordánska a 28 z Nigérie. Z těchto 178 vzorků bylo 
vybráno 40 vzorků s velkým množstvím kopií na počet čtení crassfága. Tyto vzorky 
byly dodatečně sekvenovány pomocí Sangerovy metody. Pro variantu A nebyly získány 
sekvence pro vzorky 194, 242, 268, 290, 299, 325. Podařilo se tedy získat většinu 
sekvencí. Pro variantu B nebyly získány sekvence pro vzorky 194, 195, 200, 215, 240, 
242, 244, 252, 274, 285, 291, 292, 321, 337, 344, 348, 351,354, 362. Pro variantu C se 
nepodařilo získat sekvence vzorků 194, 221, 292, 321, 325, 354. Do sekvenace již 
nebyly zařazeny vzorky, které vyšly negativně na elektroforetickém gelu.  
Výsledky fylogenetické analýzy afrických a asijských vzorků (Azerbaijan, Jordan, 
Nigeria, Sudan) jsou patrné z obnovených fylogenetických stromů se zanesenými daty 
námi zpracovaných vzorků (Obrázek 15, Obrázek;16, Obrázek 17). 
 
 
Obrázek 13 – ELFO přečištěných afrických a asijských stolic po amplifikaci, oblast 
CrAssA 
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Obrázek 14 – ELFO přečištěných afrických a asijských stolic po amplifikaci, oblasti 
CrAssB a CrAssC 
 
 
Obrázek 15 – Fylogenetický strom doplněný o africké a asijské vzorky oblast CrAssA 
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Obrázek 16 – Fylogenetický strom doplněný o africké a asijské vzorky oblast CrAssB 
 
Obrázek 17 – Fylogenetický strom doplněný o africké a asijské vzorky oblast CrAssC 
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6 Diskuze 
Crassfág (CrAssphage) je poměrně nedávno objeveným fágem, který je součástí 
lidského střevního viromu. Zatím nebyla přesně objasněna jeho role, spekuluje se však 
nad tím, že jeho proliferace by mohla probíhat infikováním společného kmene střevních 
bakterií (Dutilh, Cassman et al. 2014).  
První setkání naší laboratoře s crassfágem se naskytlo při analýze výsledků 
viromové studie z finských vzorků (doc. Cinek), poté jsme byli po dotazu osloveni 
skupinou z USA, která fága poprvé identifikovala. Jedná se o mezinárodní projekt, do 
kterého jsou zapojeny tyto země: USA, Nizozemsko, Česká republika, Izrael, Irsko, 
Francie, Švédsko, Španělsko, Belgie, Polsko, Německo, Nový Zéland, Čína, Argentina, 
Kolumbie, Venezuela, Portugalsko, Rusko. Zapojené instituce lze vyhledat na: 
(https://github.com/linsalrob/crAssphage/blob/master/COLLABORATORS.md). 
Laboratorní práce na výzkumu bakteriofága CrAssphage, v rámci této práce, 
probíhaly v naší laboratoři od začátku listopadu 2015 až do poloviny dubna 2017. 
Během této doby byly postupně zkoumány jednotlivé vzorky odpadních vod a dětských 
stolic. Celkem bylo zpracováno 24 vzorků odpadních vod, 180 vzorků norských 
dětských stolic. Pozitivní vzorky odpadních vod a stolic byly podrobeny sekvenaci dle 
Sangerovy metody. Dále bylo metagenomicky zpracováno 178 vzorků dětských stolic 
pocházejících z Nigérie, Súdánu, Jordánska a Ázerbájdžánu. Z těchto vzorků byly 
selektovány vzorky s velkým počtem kopií crassphága a podrobeny klasické Sangerově 
sekvenaci. 
Pracovní postupy byly prováděny dle protokolu určeného k PCR detekci 
crassfága. Jelikož se jednalo o nový protokol, bylo nejprve nutné vyzkoušet práci na již 
ověřených pozitivních vzorcích, které posloužily ke kontrole správné funkce postupů v 
protokolu. K tomuto úkolu byla použita DNA ze 14 silně pozitivních finských vzorků 
obohacených stolic zředěných vodou na 4% roztok. Po amplifikaci byla provedena 
kontrola vzorků pomocí elektroforézy na agarózovém gelu. Výsledky elektroforézy lze 
pozorovat na obrázku (Obrázek 7). Z tohoto obrázku lze vyčíst, že primery A fungují 
celkem správně, ale primery B a C zachycují pouze některé instance.  
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Prvotní výsledky byly konzultovány s dr. Basem E. Dutilhem a s prof. Robertem 
Edwardsem, autory prvotního článku o crassfágu (Dutilh, Cassman et al. 2014). 
Výsledky byly prohlášené za velmi dobré, proto mohly být podrobeny sekvenaci 
pozitivních fragmentů. Potvrdilo se, že protokol je správně optimalizován a lze podle 
něj pokračovat s analýzou dalších vzorků. 
Z obrázků fylogenetických stromů je velmi patrná vysoká diverzita crassfága. 
Zvláště zajímavý pohled nám utváří nejnovější varianty fylogenetických stromů se 
zanesenými daty afrických a asijských vzorků (Obrázek 15, Obrázek 16, Obrázek 17). 
U obrázku fylogenetického stromu pro oblast Crass A (Obrázek 15), si lze na první 
pohled povšimnout dlouhé odlišné vývojové větve našeho vzorku z Nigérie, který sdílí 
vývojovou větev s kolumbijským vzorkem. Fylogenetický strom pro variantu Crass B 
(Obrázek 16), nabízí zajímavý pohled na opravdu dlouhou vývojovou větev zahrnující 
vzorek z Ázerbájdžánu, dva vzorky z Jordánska a vzorek ze Súdánu. Poslední varianta 
fylogenetického stromu pro variantu Crass C (Obrázek 17) nám ukazuje zajímavý 
pohled na dvě extrémně dlouhé vývojové větve, první větev obsahuje vzorek 
z Ázerbájdžánu, ve druhé větvi zanesen vzorek ze Súdánů. 
Mezi technické aspekty v rámci praktické části práce lze zařadit využití dvou 
hlavních technik sekvenování nukleotidů. Jedná se o Next Generation Sequencing 
(NGS) neboli sekvenování nové generace a o Sangerovu sekvenační metodu. Sangerova 
sekvenační metoda byla řadu let hojně využívanou metodou, poměrně nedávno však 
tato metoda byla nahrazena metodou sekvenování nové generace (NGS), především 
kvůli jejím značným výhodám (Nowrousian 2010, Liu, Li et al. 2012). 
Na úplném počátku práce byla provedena detekce konkrétního fágu (v našem 
případě crassfág), proto byla využívána klasická Sangerova sekvenační metoda. Její 
využití bylo vhodné při sekvenování norských a finských dětských stolic a českých 
odpadních vod. Výhodou Sangerovy metody je poměrně rychlý zisk přesných dat. Pro 
testování metagenomického složení viromu byla zvolena metoda NGS. Pomocí této 
metody byly sekvenovány především africké a asijské vzorky. Po finální analýze NGS 
dat byly konkrétní vzorky obsahující crassfág dodatečně sekvenovány pomocí 
Sangerovy metody.  
Metoda sekvenování generace je oproti Sangerově metodě vysokorychlostní, ve 
výsledku získáváme velké množství metagenomických dat a z hlediska počtu vzorků se 
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jedná o nákladově efektivnější proces. Za hlavní nevýhody této metody lze považovat 
špatnou reprezentaci některých sekvencí, příliš dlouhé protokoly obsahující řadu metod, 
které jsou náročnější na přípravu. Ke konečným výsledkům se dostaneme cca za 2 
týdny.  
Bakteriofágy (fágy) jsou nejrozšířenějšími organismy na Zemi, hrající důležitou 
roli ve všech bakteriálních ekosystémech, zatím stále není zcela objasněn jejich dopad 
na střevní mikroflóru. Lidský střevní virom je z větší části zastoupen právě 
bakteriofágy, z nichž většina je dosud neznámých (Minot, Bryson et al. 2013). Mezi 
bakteriofágy řadíme též námi zkoumaného crassfága. 
Fágy lze zařadit do dvou kategorií virulentní, pro které je charakteristický 
lytický cyklus a mírné, které zahrnují lyzogenní cyklus. Dle článku (Reyes, Haynes et 
al. 2010) převládá dominance mírných fágů ve virové frakci stolice u zdravých lidí, 
virulentní fágy se vyskytují spíše ve vodnatém prostředí způsobeném průjmy či jinými 
střevními onemocněními. K tomuto tvrzení se lze přiklánět na základě výsledků 
z výzkumu, ve kterém byly odebírány vzorky stolic pacientům s cestovatelským 
průjmem a porovnávány se stolicemi zdravých lidí. Výsledkem bylo, že virulentní fágy 
se většinou vyskytovali u nemocných lidí, kdežto stolice zdravých lidí obsahovaly 
většinou mírné fágy. Mírné fágy většinou existují jako profágy integrované do 
bakteriálních genomů (De Paepe, Leclerc et al. 2014). O životním cyklu crassfága zatím 
není známo dostatečné množství informací, neví se tedy, zda se jedná o fága 
virulentního či mírného. Jeho přítomnost ve volné virové frakci stolice prozrazuje, že 
lytické cykly jsou běžné, v genomech bakterií zatím jeho lyzogenní varianta 
publikována nebyla. Dosud se nevydařila izolace, která by umožnila studium jeho 
mechanismu vstupu a replikace (Dutilh, Cassman et al. 2014, Price 2014). 
V současné době viromové studie umožňují definovat fágovou genomovou 
diverzitu. Je dokázáno, že fágová genomová diverzita má mnohem větší zastoupení ve 
střevě v porovnání s bakteriální genomovou diverzitou. Funkční analýza viromu zůstává 
prozatím velmi složitá, přestože je fágová metagenomická diverzita ve střevě obrovská, 
většina metagenomických sekvencí fágů nebyla dosud namapována na známé geny fágů 
(De Paepe, Leclerc et al. 2014). Součástí řady výzkumů bylo studium velkého množství 
fágů pro konkrétního hostitele, ze kterého však bylo zřejmé, že je možná existence 
desítky i více různých typů fágů k infikování jediného bakteriálního druhu. Je patrné, že 
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viry mají tendenci pohybovat se mezi hostitelskými druhy, z toho vyplývá, že 
hostitelské druhy jsou nedokonalými indikátory (Grose and Casjens 2014).  
Předpokládá se, že v lidském těle existuje mnoho dosud nezachycených fágů 
s odlišnou diverzitou, které mohou mít jistou spojitost s různými druhy onemocnění. 
Příkladem mohou být vybrané lidské viry z poměrně nedávné doby, o kterých nebylo 
poměrně dlouhou dobu nic známo. Jedná se např. o lidský bocavirus, lidské 
parechoviry, Saffold virus a sapovirus a mnoho dalších. Objevy těchto a podobných 
virů jsou důležité, jelikož u spousty zjevně infekčních onemocnění způsobujících vážné 
zdravotní problémy až úmrtí není dosud známý patogen. Zatím žádné zdroje nevedou k 
podezdření, že by byl crassfág lidským patogenem či nikoliv. Díky jeho vysokému 
zastoupení v lidském střevním viromu se nepředpokládá, že by byl nebezpečný pro lidi 
(Price 2014).  
V posledních letech se setkáváme s čím dál tím větším ohlasem ohledně návratu 
k výzkumu bakteriofágů jako léčby bakteriálních onemocnění u člověka. Bakteriofágy 
napadají pouze hostitelské buňky, ne však lidské buňky, mohou tak být potenciálně 
dobrými kandidáty na léčbu nemocí u lidí. Fágy se společně s hostiteli vyvíjely miliardy 
let a získaly mechanismy proti bakteriální obraně, zahrnující např. produkci 
extracelulárních biofilmů, výrazně se tak snižuje účinnost antibiotik (Burrowes, Harper 
et al. 2011) Výzkum bakteriofágů byl započat o mnoho let dříve, byl však vystrnaděn s 
objevem prvních antibiotik. V současné době však začínají být antibiotika velkým 
problémem, přesněji řečeno jejich zvyšující se rezistence vůči bakteriím a pokles 
výzkumu a vývoje nových druhů antibiotik, proto se fágová terapie začíná jevit jako 
dobrá alternativa antibiotické léčby do budoucna (Dufour and Debarbieux 2017).  
Celkem dlouhodobě se využívají bakteriofágy terapeuticky a profylakticky u 
dětí. Bylo popsáno mnoho případů úspěšné léčby fágy, zvláště proti multirezistentním 
patogenům, což je rozhodně povzbudivé (Fortuna, Miedzybrodzki et al. 2008). Nedávné 
klinické studie fágové terapie, využívající lytické bakteriofágy pro léčbu infekcí, jsou 
velkým potenciálem. Současně byla testována i tzv. duální terapie zahrnující fágy 
s antibiotiky, prokázalo se, že tato terapie vedla k významnému počtu snížení 
bakteriálních patogenů. Výhodné se ukázalo i použití enzymů odvozených od fágů, 
např. endolysin, jeho využití bylo účinné při eliminaci grampozitivních patogenů 
(Viertel, Ritter et al. 2014). Je dokázáno, že aplikace živých fágů může být využita i 
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k léčbě smrtících infekcí vyvolaných gramnegativními bakteriemi (Matsuzaki, Rashel et 
al. 2005). Dle autorů článku (Criscuolo, Spadini et al. 2017) by mohly být bakteriofágy 
v budoucnu dále využívány jako biosenzory k detekci kontaminace vody a potravin. 
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7 Závěr 
Tato práce byla zaměřena na detekci a fylogenetickou analýzu poměrně nedávno 
objeveného fágu CrAssphage v dětských stolicích a odpadních vodách.  
V teoretické části byla specifikována a hodnocena biologická rizika vyplývající 
z práce s primárními vzorky stolic z Ázerbájdžánu, Finska, Jordánska, Nigérie, Norska, 
Súdánu a s odpadními vodami z celého území České republiky. Z dostupných 
informačních zdrojů byla sestavena přiměřená opatření k eliminaci biologických rizik. 
V praktické části byla provedena detekce a fylogenetická analýza crassfágu za 
pomocí PCR a přímé sekvenace tří fylogeneticky informativních produktů, dále bylo 
provedeno metagenomické sekvenování viromu s využitím vzorků stolic a odpadních 
vod. Ze získaných dat byla provedena fylogenetická analýza. 
Výsledkem analýzy jsou tři varianty fylogenetických stromů, které přinesly nové 
znalosti o genetické diverzitě a fylogenetické příbuznosti jednotlivých nálezů crassfágu. 
Především díky prioritním datům z Afriky se potvrdil jeho celosvětový výskyt.  
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